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1. Introduccio

1.1. L’espermatogénesi i maduracid de I'’espermatozoide huma

L'espermatogénesi és un procés de diferenciacid cel-lular molt complex que inclou
canvis marcats a nivell genétic, cel-lular, funcional i estructural, el resultat del qual és la
generacié del gameta masculi madur, I'espermatozoide (Burgos and Fawcett, 1955;
Mezquita, 1985; Alberts et al., 2002; Sutovsky and Manandhar, 2006).

Aquest sofisticat procés té lloc als testicles, els quals sén els organs sexuals masculins,
i més especificament en els tubuls seminifers, que s’uneixen entre ells formant una xarxa
de canals anomenada rete testis. Els tubuls seminifers presenten una arquitectura unica al
llarg de la qual es pot trobar una successié dels diferents tipus de cel-lules espermatiques
immadures (espermatogonies, espermatocits i espermatides) juntament amb els
espermatozoides diferenciats. Les diferents cel-lules espermatiques es troben ordenades en
els tubuls de forma concentrica formant varies capes depenent del seu grau de maduresa
(Figura 1.1). D’aquesta manera les cel-lules més immadures, les espermatogonies, es
troben a la lamina basal (part més externa del tubul) i els espermatozoides acaben sent
abocats a la llum del tubul (la part més interna). Als tubuls seminifers també hi sén
presents cel-lules no espermatogeniques com les cél-lules de Sertoli, les quals formen
unions fortes entre elles de manera que separen I'epiteli germinal en dos compartiments i
formen la barrera hemato-testicular (de Kretser et al., 1998; Holstein et al., 2003; Sutovsky
and Manandhar, 2006).

1.1.1. Cél-lules espermatogeniques i fases de I'’espermatogeénesi

Durant la vida fetal, les cél-lules germinals primordials migren cap al testicle, que es
troba en desenvolupament, on es transformen en gondcits envoltats de cél-lules de Sertoli
immadures. Després d’un periode de multiplicacid, aquestes cél-lules migren a la
membrana basal del tdbul on es divideixen i formen les espermatogonies. El procés de
I’'espermatogénesi es manté de forma quiescent fins a la pubertat, i és en aquest moment
guan comenca la diferenciacié a espermatozoide, la qual s’allargara durant tota la vida
fertil de I’'home. S’estima que un cicle d’espermatogénesi sencer a I'ésser huma requereix
al voltant de 64 dies (Heller and Clermont, 1963; Misell et al., 2006) i una temperatura
optima de 32 °C.

El procés de l'espermatogénesi es pot dividir en tres fases: mitosi, meiosi i
espermiogenesi (Figura 1.2), cadascuna de les quals és clau per a la correcta produccié
d’espermatozoides diferenciats (de Kretser et al., 1998). Els diferents esdeveniments que
tenen lloc es detallen a continuacid:
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Epididim Vas

0N . deferent

Testicle' /. o
/. Tubul ™

/ seminifer: ™

/

Membrana basal del tubul
Espermatogonies

Céllula _ Espermatocits

de
Sertoli Espermatides
rodones

(haploide)

Espermatides
allargades

Espermatozoides

Llumdel tubul

Fase mitotica o proliferant:

Aqguesta primera fase de l'espermatogénesi s’inicia amb la duplicacid de les
espermatogonies tipus A que es troben al compartiment basal del tubul seminifer.
Es poden diferenciar diversos tipus d’espermatogonies, depenent de la seva posicid
al tubul, la seva morfologia i la tincid del seu nucli, el nimero de les quals és variable
entre les diferents espécies animals. En el cas concret de I’huma s’han descrit tres

1.1. Tubul seminifer.

Esquema de la composicio del tubul

Figura

seminifer del testicle huma.
Modificada de (Oliva and Castillo,
2011a).

tipus d’espermatogonies (Heller and Clermont, 1963; de Kretser et al., 1998):

Espermatogonies A de nucli pal-lid: presenten una cromatina altament condensada i
una freqliencia de divisié baixa que es produeix per tal de duplicar-se a si mateixes o
per donar lloc a espermatogonies A de nucli fosc.
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= FEspermatogonies A de nucli fosc: presenten una cromatina poc condensada i una

major freqliencia de divisié per tal de duplicar-se a si mateixes o donar lloc
espermatogonies B.

Espermatogonies B: aquest tipus cel-lular entrara en la seglent fase, la meiosi, i
esdevindra espermatocit primari per tal de continuar el procés de desenvolupament
de la cel-lula espermatica (Figura 1.2).

Durant aquesta fase proliferant es produeixen fenomens de replicacio de DNA,
transcripciéd, reparacido i traduccié (Figura 1.2). Les espermatogonies A es
multipliquen continuament mitjangant mitosis successives, tot i aix0, aquestes
divisions solen ser incompletes i les cél-lules filles romanen interconnectades per
ponts citoplasmatics (Figura 1.3) (Burgos and Fawcett, 1955; Dym and Fawcett,
1971). Aquestes interconnexions entre les cel-lules germinals en desenvolupament
s’aniran mantenint en les fases posteriors fins a I'estadi d’espermatida (Figura 1.2 i
1.3) el que permetra que totes les cél-lules disposin d’un genoma diploide complet
(Holstein et al., 2003). Aquest fet és molt important ja que assegura la supervivencia
per una banda de les cel-lules que han rebut una copia génica defectuosa, i, per
I’altra banda, dels espermatozoides portadors del cromosoma Y.

Fase meiotica:

Les cel-lules germinals en aquesta fase s’Tanomenen espermatocits i sén les cél-lules
espermatogeniques més grans a |'epiteli germinal. Els espermatocits seran sotmesos
a dues divisions meidtiques consecutives reduint aixi a la meitat el seu contingut
cromosomic (Figura 1.1i1.2).

La meiosi s’inicia doncs al compartiment basal del tdbul seminifer amb
I’espermatocit primari en estadi citologic de leptoté de la profase. A mesura que va
progressant en els seglients estadis de la profase (zigoté, paquite i diplote)
I’espermatocit primari realitza una migracio a través de la barrera formada per les
cél-lules de Sertoli. Durant la profase es produeix la replicacio del DNA, la
condensacié dels cromosomes i la recombinaci6 homologa d’aquests (Figura 1.2).
Una vegada es produeix la primera divisid6 meiotica, les cel-lules esdevenen
espermatocits secundaris, els quals son sotmesos a una segona divisid sense
duplicacié del material genetic donant lloc a quatre cél-lules haploides que passaran
a anomenar-se espermatides rodones (Holstein et al., 2003). S’estima que en l'esser
huma, la primera divisié meiotica requereix de aproximadament 24 dies, mentre
gue la segona divisid meiotica dura unes 6 hores (de Kretser et al., 1998).

Diferents proteines desenvolupen papers claus en aquesta fase de la meiosi. S6n
especialment destacables la preséncia i la funcié de diferents variants d’histones,
com la H2A.X, tal i com s’explica més endavant a la Seccié 1.2.2 de la Introduccié.



1. Introduccio

Espermatogenesi
Mitosi Meiosi Espermiogenesi
Maduracio
< per | epididim
C @ ( _—~Y Capacitacio
— .,
< @ —v Reaccio
Espermatogonia : o acrosomica
. . Espermatocit _ Fertilitzacié
Efperr?atocjt secundari Espermatida
primart rodona Espermatida Espermatozoide

(haploide)  ¢jongada

Recombinacio
Replicacio del DNA

Transcripcio

Reparacio

Traduccio

Transicio de nucli-histona a nucli-protamina

+” Hiperacetilacid de histones, Y
-7 incorporaciode noves variants \\\
P d’histonaiproteinesialtres \
& modificacions epigenetiques .
\
a A
iR o p '}{ ~5-15% del
estructura f/[‘ fr [ DNA )
nucleosomica & — / { a§SOCtata
( — histones

Proteines -..|
de {  Protamines

! transicio ‘@"' '

~85-95% del DNA
associata
protamines en
estructura toroidal

Figura 1.2. Procés de [I'espermatogenesi. Representacié de les diferents fases de
I’espermatogenesi i resum dels esdeveniments més destacables que tenen lloc durant
cadascuna d’elles. Modificada de (Oliva and Castillo, 2011b).

I1l. Espermiogénesi:

Es en aquesta Ultima fase de I'espermatogénesi quan, tot i que no es produeix cap
divisié cel-lular, es donen lloc els canvis més marcats i complexes a nivell morfologic
i estructural, els quals requereixen una gran activitat transcripcional i traduccional
inicial (Sutovsky and Manandhar, 2006). Els canvis principals son els seglients:
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Reduccio de la mida de la cel-lula i pérdua de la gran majoria del citoplasma, que
sera fagocitat per les cel-lules de Sertoli.

Desplagament del nucli a la periféria de la cél-lula.
Remodelacio de la estructura de la cromatina.

Adquisicid d’estructures accessories noves que seran especialment necessaries per
obtenir el potencial fertilitzant de la cel-lula, com sén I'acrosoma (lisosoma
modificat format a partir de I'aparell de Golgi que s’uneix a la superficie del nucli) i
el flagel (formacié de microtubuls a partir dels centriols de la espermatida rodona).

A mesura que es van produint aquests canvis, I'espermatida rodona esdevé
espermatida elongada i finalment espermatozoide (Figura 1.2).

De tots els canvis indicats, i pel que fa a aquesta tesi doctoral, és especialment
interessant detallar els esdeveniments bioquimics que es produeixen en el nucli de
la cél-lula espermatica durant aquesta fase d’espermiogenesi i que resulten en una
completa remodelacié de la estructura de la cromatina (Figura 1.2). En primer lloc,
es produeix un reemplacament d’histones nucleosomals somatiques per variants
menys estables i especifiques de testicle, com per exemple la histona H2B tipus 1-A.
De forma simultania es doéna lloc un increment de I'acetilacié de les histones,
principalment de la histona H4, resultant en una cromatina d’estructura més laxa
que permetra l'accié de les topoisomerases (Oliva and Mezquita, 1982; Oliva et al.,
1990). Els canvis en la topologia del DNA provocats pels talls produits per les
topoisomerases, en especial per la topoisomerasa Il, afectaran a la dissociacio de les
histones del DNA i a 'acoblament d’unes noves proteines anomenades proteines de
transicié 1i 2 (TP1 i TP2; Figura 1.2) (Roca and Mezquita, 1989). En aquest procés
d’hiperacetilacié de les histones sembla ser de gran importancia el paper que
desenvolupen les proteines que contenen dominis bromodomains, i més
especificament la proteina Testis-specific bromodomain-containing protein (BRDT),
la qual s’uneix a la histona H4 durant el procés (Dhalluin et al., 1999; Pivot-Pajot et
al., 2003; Govin et al., 2004; Moriniere et al., 2009; Dhar et al., 2012). Les proteines
TP1 i TP2, que substitueixen les histones, sén proteines de basicitat intermédia que
acabaran sent completament reemplacades per les protamines (Figura 1.2) (Oliva
and Dixon, 1991; Oliva, 2006; Oliva and Castillo, 2011a; Carrell, 2012; Rathke et al.,
2013). Aquestes ultimes proteines presenten una elevada basicitat i es troben
exclusivament en els espermatozoides empaquetant el DNA en una estructura unes
10 vegades més compacta que la formada per les histones (Miller et al., 2010).
Aguest fet provoca en aquest punt de I'espermatogénesi la reduccié del volum de la
cél-lula i la inhibicié de I'activitat transcripcional (Oliva, 2006) (Figura 1.2; Veure
Seccidé 1.2.2. de la Introduccid). D’aquesta manera, i com a resum, al final d’aquest
procés es déna un canvi en I'estructura d’empaquetament del DNA en forma de
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nucleosomes, la qual passa a ser una estructura d’empaquetament per protamines
en compactes toroides. Es el que s’anomena transicié d’estructura nucli-histonica a
estructura nucli-protaminica (Figura 1.2) (Mezquita, 1985; Oliva and Dixon, 1991;
Oliva, 2006). Diverses variants d’histones s’han descrit com crucials pel bon
desenvolupament d’aquest esdeveniment, les quals es troben descrites a la Seccié

1.2.2. de la Introduccio.
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al., 2002)

1.1.2. Altres cel-lules del testicle i regulacio de I’espermatogénesi

A més a més de les cel-lules espermatogéniques i de les cél-lules de Sertoli ja
esmentades, en el teixit connectiu que hi ha entre els diferents tubuls seminifers dels
testicles es troben presents altres tipus cel-lulars necessaris per al bon desenvolupament de
I'espermatogénesi. El més destacable sén les cel-lules de Leydig, les quals es troben
envoltant els capil-lars sanguinis, generant i secretant androgens com la testosterona.
D’aquesta manera, les cel-lules de Leydig es troben involucrades en la regulacié hormonal

de I'espermatogénesi (Holstein et al., 2003).

El procés de |'espermatogenesi esta regulat i mantingut per diferents factors

intrinsecs i extrinsecs (Holstein et al., 2003):
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= Factors intrinsecs de regulacio: en aquest aspecte es troben involucrades les
cél-lules de Leydig, tal i com s’ha comentat anteriorment, mitjangant la secrecié de
la testosterona i altres substancies neuroendocrines i factors de creixement.
Aquestes substancies influeixen tant a la nutricié de les cel-lules de Sertoli com en la
contraccio de les cel-lules mioides (veure més endavant en aquesta seccid).

= Factors extrinsecs de regulacid: es tracta d’una regulacid hormonal provinent del
cervell. De forma molt resumida, es dona la secrecid de la hormona alliberadora de
gonadotropina (GnRH) de I'hipotalem, la qual inicia I'alliberament de la hormona
luteinitzant (LH) de la hipofisi. Aquests fets estimularan les cél-lules de Leydig en la
sintesi i secrecié de testosterona. Per altra banda, la hormona pituitaria
fol-liculostimulant (FSH) també tindra una accié, en aquest cas estimulant les
cél-lules de Sertoli, les quals sintetitzaran inhibina com a mecanisme de retorn a la
hipofisi.

Per ultim, al testicle també hi sén presents cél-lules mioides o peritubulars que
faciliten el desplacament dels espermatozoides al llarg dels tubuls seminifers; macrofags
capacos d’entrar als tubuls seminifers per fagocitar espermatozoides; limfocits lliures i
fibroblasts.

1.1.3. L’espermatozoide huma, la maduracio a través de l’epididim i la
capacitacio

El producte final del procés d’espermatogenesi és I'espermatozoide diferenciat, el
qgual deixara d’estar unit a altres cel-lules per ponts citoplasmatics i sera alliberat de I'epiteli
germinal a la llum del tubul seminifer mitjancant les cel-lules de Sertoli (Figura 1.1). Aquest
procés s’anomena espermiacié (Holstein et al., 2003).

L'espermatozoide és una ceél-lula Unica i molt especialitzada, amb morfologia
piriforme i inerta transcripcional i traduccionalment (Oliva and Castillo, 2011a; Amaral et
al., 2014; Castillo et al., 2014). L'espermatozoide huma presenta uns 60 um de llargada i es
troba format pel cap i la cua, dues regions morfologica i funcionalment diferents que es
troben envoltades per membrana plasmatica (Alberts et al., 2002; Holstein et al., 2003)
(Figura 1.4):

= El cap de I'espermatozoide huma té un diametre de 4-5 um i conté el nucli (Veure
Secci6 1.2. de la Introduccid) i el material genétic patern haploide (Holstein et al.,
2003; Toshimori and Ito, 2003). Al voltant del nucli, i cobrint les seves dues terceres
parts anteriors, es troba I'acrosoma, una vesicula que conté els enzims hidrolitics
necessaris per facilitar la penetracié de I'espermatozoide a 'oocit (Alberts et al.,
2002).
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® La cua de I'espermatozoide conté el flagel, el qual presenta un diametre de 1-2 um i
una llargada de 60 um (Holstein et al., 2003). El flagel es pot dividir en quatre parts
principals: el coll, la peca intermédia, la peca principal i la peca terminal (Figura
1.4). A la peca intermedia es troben les mitocondries, necessaries per adquirir
energia pel moviment del flagel a través d’un medi aquds (Alberts et al., 2002).

Peca terminal

Peca
principal

Cua/
flagel

Mitocondries

Peca
intermédia

Coll

Cap

Acrosoma

Figura 1.4. L’espermatozoide huma diferenciat. A la esquerra es pot observar una
representacié esquematica de I'espermatozoide madur. A la dreta es mostra una imatge de
microscopia. Es poden diferenciar les diferents parts de I’espermatozoide. Basada en
(Holstein et al., 2003)

Tot i aixd, una vegada alliberat a la llum del tdbul seminifer, I'espermatozoide
encara es troba en un estat funcionalment immadur i sense capacitat de moviment. Es per
aquest motiu que la cél-lula espermatica experimenta una maduracid a través del seu pas
per I'epididim, donada principalment per I'aparici6 de modificacions post-traduccionals
(Post-translational modifications, PTM) en les proteines, que proporcionaran motilitat a la
cél-lula (Baker et al., 2012). Durant aquest transit també es produeix |’eliminacié de la gota
citoplasmatica (que es queda a nivell de la zona intermédia del flagel després de que
s’elimini la gran majoria del citoplasma) (Sutovsky and Manandhar, 2006) i I'estabilitzacio
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del nucli amb la formacié de ponts disulfur entre protamines adjacents (Saowaros and
Panyim, 1979; Oliva, 2006).

Després del pas per I'epididim, els espermatozoides arriben al conducte deferent on
adquireixen el liquid seminal de la prostata per donar lloc la formacié del semen. No
obstant, els espermatozoides encara requereixen uns canvis finals per adquirir la capacitat
fertilitzant completa. Aquest ultim procés de maduracid es produeix ja dins del tracte
reproductor femeni i s'anomena capacitacid. Principalment, durant la capacitacid es
produeix un canvi bioquimic en la composicié de la membrana del cap de I'espermatozoide.
Aquest fet permetra el desenvolupament de la reaccié acrosomica (alliberacié dels enzims
continguts a I'acrosoma) que tindra lloc una vegada el gameta masculi contacti amb la zona
pel-lucida de I'00cit, afavorint la fecundacié (Zaneveld et al., 1991) (Veure Seccié 1.6. de la
Introduccio).
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1.2. El nucli de 'espermatozoide huma madur

Com s’ha comentat a la seccid anterior, la formacié del cap de I'espermatozoide es
produeix durant I'espermiogenesi, la ultima fase de I'espermatogénesi. Tot i estar envoltat
per la membrana plasmatica i I'acrosoma, gairebé la totalitat del cap de I'espermatozoide
esta constituida pel nucli (Figura 1.4), que a la vegada es troba protegit per la membrana
nuclear. L'espai que queda entre el nucli i la membrana plasmatica correspon a la teca
perinuclear (perinuclear theca), la qual és considerada un element del citoesquelet que
forma part de la petita porcié de citoplasma que roman a la cél-lula espermatica madura
(Dadoune, 1995; Toshimori and Ito, 2003).

L'estat final i correcte del nucli ve donat per dos esdeveniments principals que
succeeixen durant I'espermiogenesi: I'adquisicié de la forma de nucli compacte i el correcte
reemplacament d’histones per protamines. Moltes de les anomalies morfologiques del
nucli de I'espermatozoide es produiran per defectes en aquesta fase.

El nucli de I'espermatozoide madur conté principalment el material genétic patern i
les proteines involucrades en 'empaquetament d’aquest. Tot i aix0, en els ultims anys s’ha
observat la preséncia d’altres proteines nuclears diferents a histones i protamines. El
coneixement tant de l'organitzacié del DNA al nucli de I'espermatozoide com de les
proteines nuclears que es troben presents sén d’importancia rellevant pel que fa a la funcié
de I'espermatozoide i el seu paper en la fertilitzacio.

1.2.1. Organitzacio del DNA espermatic

Tot i que durant I'espermiogénesi les histones es dissocien del DNA per donar lloc a la
incorporacié de protamines, aquest reemplacament no es déna de forma completa. Com a
resultat d’aquest fet, la gran majoria del genoma de I'espermatozoide huma, 85-95%, es
troba empaquetat per protamines, mentre que un 5-15% roman empaquetat per histones
(Gatewood et al., 1987, 1990; Zalensky et al., 2002; Balhorn, 2007; Oliva and Castillo,
2011a, 2011b) (Figura 1.5). La quantitat d’histones que queden retingudes en la cromatina
de lI'espermatozoide madur varia segons les especies animals, en ratoli, per exemple,
només s’observa un 1% de retencioé (Bench et al., 1998; Pittoggi et al., 2001).

D’aquesta manera, la cromatina a I'espermatozoide huma presenta una estructura
molt compacta, Unica i especialitzada, que es troba organitzada en dos dominis ben
diferenciats: el domini nucli-histonic i el domini nucli-protaminic.

= Domini nucli-histonic (NH): en aquest domini el DNA es troba empaquetat en forma
de nucleosomes, els quals corresponen a octamers de 5,5 nm d’algada i 10 nm
d’amplada formats per dues molécules de cadascuna de les histones nucleosomals:
H2A, H2B, H3 i H4 (Figura 1.5). A part d’aquestes histones també es troben presents
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altres variants especifiques de testicle (Veure Seccié 1.2.2. de la Introduccid). A més
a més, entre nucleosomes es pot trobar DNA unit a la histona H1 que actuara com a
enlla¢c entre nucleosomes. S’estima que la quantitat de DNA empaquetat en un
nucleosoma sumat al de I'enllag és aproximadament d’uns 200 pb (Figura 1.5) (Lilley
and Pardon, 1979; Miller et al., 2010; Castillo et al., 2014). Estudis recents han
demostrat que la distribucié de les histones al llarg de la cromatina espermatica no
és donada a I'atzar, suggerint la preséncia de dos tipus de distribucions diferents: en
fraccions relativament llargues de DNA de 10 a 100 kb per una banda, i en fraccions
més petites intercalades entre els toroides formats per les protamines per I'altra
(Sotolongo et al., 2003; Arpanahi et al., 2009; Hammoud et al., 2009; Ward, 2010)
(Figura 1.5). Addicionalment, s’ha observat com aquest domini de la cromatina
espermatica, més obert i accessible que el domini nucli-protamina, es troba
preferentment associat a gens segellats o imprintats, gens i promotors de gens del
desenvolupament, factors de senyalitzacié i microRNAs, tal i com s’explica amb més
detall més endavant a la Seccié 1.5.4 de la Introduccié.

= Domini nucli-protaminic (NP): 'empaquetament de DNA per protamines resulta en
la formacio d’una estructura en forma de toroides d’uns 25 nm d’al¢ada i uns 50-70
nm d’amplada, que pot arribar a empaquetar 50.000 pb de DNA (Figura 1.5) (Hud et
al., 1993; Ward, 2010; Castillo et al., 2014). A cada toroide s’observen dos tipus de
protamina, la Protamina 1 i la familia de la Protamina 2, que es troben explicades
més endavant a la Seccid 1.2.2. de la Introduccidé. Aquest alt grau de compactacié
resulta en una estructura semi cristal-lina i resistent a la digestié amb nucleases que
inhibeix I’activitat transcripcional (Sotolongo et al., 2003; Oliva, 2006; Balhorn,
2007), el que converteix la protaminacié en una forma de regulacié epigenetica no
tradicional que és Unica dels espermatozoides (Carrell, 2012).

Addicionalment als dominis NH i NP de la cromatina espermatica, s’ha observat com
petites fraccions de DNA es troben unides al que es coneix com matriu nuclear o nuclear
matrix (Figura 1.5) (Ward and Coffey, 1990; Ward, 2010). Aquestes unions a la matriu
nuclear s’han detectat també entre els diferents toroides a la estructura NP (Sotolongo et
al., 2005). S’ha observat com la preséncia d’unions entre el DNA i la matriu nuclear podrien
ser necessaries per la correcta replicacié del DNA del pronucli masculi durant
I’'embriogenesi (Shaman et al., 2007). No obstant, també s’ha proposat un paper com a
punt de control o checkpoint per la integritat del DNA una vegada donada la fertilitzacié
(Ward, 2010).

Aquesta forma de condensacié del DNA en dominis NH i NP, Unica dels
espermatozoides, es donaria principalment per protegir el DNA durant el transit de
I’espermatozoide fins arribar a I'odcit, tot i que també podria suposar un tipus de marca
epigenética amb un paper important durant les primeres fases del desenvolupament
embrionari (Veure Seccié 1.5.4. de la Introduccid).
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Figura 1.5. Organitzacio del DNA en el nucli de I'espermatozoide huma. Representacid
hipotetica de la composicid i estructura de la cromatina espermatica. Es poden observar els
nucleosomes formats per 'empaquetament del DNA per les histones, els toroides formats per
I’empaquetament del DNA per les protamines, els llocs d’unié del DNA a |la matriu nuclear i
I'associacié de proteines nuclears addicionals al DNA. A la part de sota de la imatge es
representa un nucleosoma i un toroide a escala i amb les dimensions indicades. Modificada
de (Castillo et al., 2014).

1.2.2. Nucleoproteines espermatiques

Les proteines majoritaries del nucli de I'espermatozoide huma sén les protamines,
tot i que també hi sdn presents diferents variants d’histones i altres proteines nuclears
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d’especial interes (Oliva and Castillo, 2011a; Castillo et al., 2014). Tots aquests tipus de

nucleoproteines espermatiques es detallen a continuacio:

Protamines:

Es coneixen dos tipus de protamines en vertebrats: la protamina 1 (P1) i la familia de
protamina 2 (P2), les quals van ser observades per primer cop fa més d’un segle en
espermatozoide de salmé per Friedrich Miescher (Dahm, 2005). Els gens
corresponents a ambdues protamines (PRM1 i PRM2, respectivament) es troben
localitzats al cromosoma 16 i organitzats en un domini en forma de /loop juntament
al gen de la proteina de transicid TNP2, el que facilitara una expressié coordinada
d’aquests gens durant I'espermiogenesi (Oliva, 2006).

Tot i que els dos productes respectius dels gens PRM1 i PRM2 donen lloc a proteines
amb caracteristiques similars (son proteines petites que presenten un alt contingut
d’aminoacids amb carrega positiva, en especial d’arginina), existeixen algunes
diferéncies entre ells (Felix, 1960; Dixon and Smith, 1968; Oliva and Dixon, 1991;
Oliva, 2006; Balhorn, 2007):

Protamina 1 (P1): es troba present en totes les especies de vertebrats estudiades i
es sintetitza com a proteina madura. La sequéncia de la P1 humana té 51
aminoacids, 6.823 Da i un pl de 12,08, amb un 47,1% de residus d’arginines (Figura
1.6).

Familia de Protamina 2 (P2): el gen PRM2 només s’ha detectat en algunes especies
de mamifers i codifica per una forma immadura o precursor (pre-P2) que mitjancant
proteolisi donara lloc als diferents components de la familia: P2, P3 i P4. Aquests 3
components només difereixen entre ells per un rang de 1-4 aminoacids a I'extrem
amino terminal de la proteina (Figura 1.6). El component majoritari és el P2, el qual
és el més llarg i el que déna nom a aquesta familia. La seqliencia de P2 humana té
102 aminoacids, 13.051 Da i un pl de 11,9, amb un 31,4% d’arginines i un 2% de
lisines (Figura 1.6).

L’elevada carrega positiva que presenten ambdues protamines és necessaria per la
unio i empaquetament del DNA, tot i aix0, aquestes caracteristiques fisicoquimiques
fan que no es puguin estudiar amb métodes convencionals, si no que requereixin de
tractaments acids forts per extreure-les i d’electroforesis monodimensionals acides
per visualitzar-les (de Yebra and Oliva, 1993) (Figura 1.7). A més a més, incorporen
cisteines en la seva seqléncia, fet que permet la creacié de ponts disulfur intra i
intermoleculars que estabilitzaran fortament el complex NP pero que dificultaran el
seu analisi i quantificacio al laboratori (Veure Seccié 3.3.4. de Material i Métodes).
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Protamina 1 (P1)
MARYRCCRSQSRSRYYRQRQRSRRRRRRSCQTRRRAMRCCRPRYRPRCRRH

P2 RTHGQSHYRRRHCSRRRLHRIHRRQHRSCRRRKRRSCRHRRRHRRGCRTRKRTCRRH

P3 GQSHYRRRHCSRRRLHRIHRROQHRSCRRRKRRSCRHRRRHRRGCRTRKRTCRRH

P4 ERTHGQSHYRRRHCSRRRLHRIHRRQHRSCRRRKRRSCRHRRRHRRGCRTRKRTCRRH

Figura 1.6. Seqiiéncia d’aminoacids corresponent a la protamina 1 i als diferents
components de la familia de la Protamina 2 humanes. Els aminoacids positius es troben
remarcats, les arginines en vermell i les lisines en verd. Els triangles taronges mostren les
posicions de les cisteines, les quals formaran ponts disulfur intra i intermoleculars. Basada en
(Oliva and Castillo, 2011a).

La quantitat de P1 i P2 presents a I'espermatozoide i la seva relacié és diferent
segons la espécie de mamifer estudiada, per0o a la vegada es troba estretament
regulada dins d’una mateixa especie (Corzett et al., 2002). En el cas de I'ésser huma,
el contingut de P1 i P2 al nucli és similar i, per tant, es troben en una relacid
aproximadament d’1. D’aquesta manera, s’ha observat com alteracions en aquest
quocient P1/P2, com també en els nivells de pre-P2, es troben presents en pacients
infertils (Mengual et al., 2003; Torregrosa et al., 2006; de Mateo et al., 2009; Oliva
and Castillo, 2011a) i relacionats amb una reduccié drastica dels indexs de
fertilitzacio in vitro (Aoki et al., 2005a).

A part del paper que presenten les protamines en I'elevada condensacié del DNA a
I'espermatozoide, s’han proposat altres funcions per aquestes especifiques
proteines espermatiques, com per exemple un paper en la proteccié del missatge
genetic patern fent-lo inaccessible a possibles nucleases o mutagens del medi
extern o intern (Oliva, 2006; Oliva and Castillo, 2011a). Per altra banda, també s’han
relacionat les protamines amb una activitat de competiciéd per tal de desplacar
factors de transcripcié i altres proteines de |'espermatida deixant el missatge
genetic patern desproveit d’informacié epigenética (fet que permetria la
reprogramacio de l'oocit). Per ualtim, també podrien estar involucrades en el
segellament del genoma patern durant |'espermatogenesi formant marques
epigenétiques en algunes regions que afectessin a la seva propia reactivacidé després
de la fertilitzacié (Oliva, 2006).
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Histones i variants d’histones:

Entre el 10-15% de nucleosomes que queden retinguts a I'espermatozoide huma
s’han identificat diferents histones i variants d’histones, algunes d’elles especifiques
de testicle. S’han destacat diverses d’elles per la seva funcié rellevant durant
I'espermatogénesi, ja que s’ha suggerit que el desacoblament de les histones a
I'espermiogénesi es troba precedit per una incorporacié massiva de variants
d’histones. No obstant, també s’han proposat papers durant el desenvolupament
embrionari primerenc per algunes de les variants identificades a I’espermatozoide
(Veure Seccié 1.5.3. de la Introduccid). Les funcions desenvolupades per aquestes
variants d’histones moltes vegades venen donades per les modificacions post-
traduccionals que carreguen, fet que defineix 'anomenat codi d’histones (Jenuwein
and Allis, 2001).

Les variants d’histones més destacables per la seva funcié durant I'espermatogéenesi
es detallen a continuacio:

Histona H1 testicular (Testicular H1 histone; H1t): aquesta variant d’H1 especifica de
testicle apareix durant la fase meiotica de I'espermatogéenesi. S’ha observat com la
interaccid entre H1t i els nucleosomes ddna lloc a estructures menys compactes que
altres variants d’H1, el que suggeriria un paper en la descompactacido de la
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cromatina per donar accessibilitat a factors de remodelacid (De Lucia et al., 1994;
Govin et al., 2004).

= HistonaH2A.Bbd (H2A.Bbd): es troba codificada al cromosoma X i s’ha observat en
fraccions avancades de cel-lules espermatogéniques que estan sent sotmeses a
I'acetilacié d’histones prévia al seu desacoblament. D’aquesta manera s’ha proposat
un paper en la participacié del procés de transicié NH-NP (Ishibashi et al., 2010).

» Histona H2AX (H2AX): I'H2AX desenvolupa un paper important durant la meiosi, ja
qgue s’ha associat amb el reconeixement del dany en el DNA que es pot produir
durant I'espermatogéenesi. En aquest cas, la seva fosforilacié en la serina 139 sembla
ser imprescindible per realitzar aquesta funcié (Celeste et al., 2003; Fernandez-
Capetillo et al., 2003a). A més a més, també s’ha proposat un paper com a
mediadora de la inactivacid dels cromosomes sexuals en aquesta mateixa fase
(Fernandez-Capetillo et al., 2003b).

= Histona macro-H2A (Core Histone macro-H2A): aquesta variant és gairebé tres
vegades més llarga que la candnica H2A i conté una regid no-histona molt basica a la
fraccio C-terminal de la seqiéncia, amb capacitat d’unié a acids nucleics i altres
estructures associades a les interaccions proteina-proteina (Pehrson and Fried,
1992; Churikov et al., 2004). S’han observat tres isoformes tant en huma com en
ratoli, macroH2A1.1, macroH2A1.2 i macroH2A2. Aquesta variant s’ha relacionat
amb I'aparellament dels cromosomes sexuals durant la fase de paquite de
I’espermatogenesi (Hoyer-Fender et al., 2000).

= Histona H2B 1-A (Histone H2B type 1-A): la seva homologa en ratoli és la TH2B, la
qgual és una de les variants d’histones especifiques de testicle millor caracteritzades.
S’ha trobat associada a la heterocromatina pericéntrica en espermatides i s’ha
observat com aquesta proteina és clau en I'espermatogénesi dirigint el procés de
desestabilitzacié de nucleosomes previ a la incorporacié de proteines de transicio i
protamines. També s’ha proposat un paper en el procés de remodelacid que es
donaria després de la fecundacid, la transicié de protamines a histones (Govin et al.,
2007; Montellier et al., 2013).

= Histone H3.3: aquesta variant d’histona H3 s’incorpora durant la profase de la
primera divisié meiodtica de I'espermatogenesi, es concentra en unes zones limitades
de la cromatina i després desapareix juntament amb altres histones durant
I'espermiogénesi. El fet que aquesta variant hagi estat relacionada en cél-lules
somatiques amb regions transcripcionalment actives ha suggerit un possible paper
de la H3.3 en els espermatocits durant la etapa d’activacié de la transcripcié que es
ddna durant la meiosi (Govin et al., 2004).
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[ll. Altres nucleoproteines espermatigues:

El coneixement i lI'estudi de les proteines nuclears espermatiques han estat
tradicionalment basats en I'aplicacié de tecniques convencionals que es limitaven a
la identificacié de les proteines més abundants de la cromatina espermatica, és a
dir, protamines i histones (Oliva and Dixon, 1991; Bench et al., 1998; Oliva, 2006;
Balhorn, 2007; Carrell et al., 2008). No obstant, un major coneixement del contingut
proteic de |'espermatozoide va esdevenir amb el desenvolupament de tecniques
protedmiques basades en I'espectrometria de masses. Mitjangant I'Us d’aquestes
tecniques s’han realitzat estudis d’analisi del proteoma de I'espermatozoide huma
total, arribant a descriure més d’un miler de proteines diferents (Martinez-Heredia
et al., 2006; Baker et al., 2007; de Mateo et al., 2007). De les proteines identificades
una petita proporcié corresponien a proteines nuclears, entre les quals es trobaven
alguns factors de transcripcié i proteines involucrades en altres processos nuclears.
Més informacié sobre estudis del contingut proteic de I'espermatozoide utilitzant
técniques avancades de protedmica es troba a la Seccié 1.4. de la Introduccid.
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1.3. Infertilitat/subfertilitat masculina

Al llarg del temps s’han proposat diferents definicions pel terme infertilitat. Segons la
Organitzaci6 Mundial de la Salut (World Health Organization, WHO) la infertilitat es
defineix com la incapacitat d’'una parella sexualment activa d’aconseguir un embaras
després d’un any d’intents regulars sense utilitzar métodes anticonceptius (World of Health
Organization, 2010). En molts casos es diferencia entre el terme infertilitat, com la
incapacitat de dur un embaras a terme, i el terme esterilitat, com la incapacitat de
concebre. D’aquesta manera, una dona que pateix un avortament durant I'embaras es
consideraria infértil pero no esteril. De qualsevol manera, degut als avangos generats per
les técniques de reproduccié assistida s’ha fet possible arribar a tractar la gran majoria de
pacients infértils o esterils, fent que aquesta incapacitat de concebre o obtenir
descendéncia sigui un concepte relatiu (Veure Seccié 1.3.3. de la Introduccid). Per aquest
motiu, s’ha establert I'Us d’'un nou terme, el de subfertilitat, per tal de designar tots aquells
individus que no aconsegueixen tenir descendéncia de forma espontania (Evers, 2002).

Es important tenir en compte que tant la infertilitat com la subfertilitat sén
considerades un problema de parella, el qual afecta al 15-20% de la poblacié en edat
reproductiva. S’ha estimat que aproximadament en el 40% d’aquests casos el problema és
degut a un factor masculi, mentre que un altre 40% és degut a un factor femeni i un 20% a
un factor conjunt (Oliva and Ballesca, 1999; Ballesca and Oliva, 2012).

Sén multiples els factors que poden interferir en la formacié normal dels gametes
(Pomerol and Arrondo, 1994). Es coneixen diverses malalties que cursen amb infertilitat en
I’'home, com el varicocele, la sindrome de Klinefelter o la sindrome de Morris. A més a més
s’ha descrit la participacio de diferents factors intrinsecs i extrinsecs:

= Factors intrinsecs: s’inclouen causes gonadals com la criptorquidia (donada per la
deficiencia en el descens dels testicles fins |'escrot), efectes secundaris d’infeccions
(com per exemple les galteres) o obstruccions a I'epididim o al conducte deferent.
També es pot parlar de causes sisttmiques com alteracions hormonals,
immunologiques, psicologiques o com efecte secundari de medicaments o malalties
(per exemple, diabetis i obesitat). Per ultim, s’han de considerar també els factors
genéetics com les anomalies cromosomiques o les delecions del cromosoma Y.

= Factors extrinsecs: generalment es tracta de gonadotoxines, és a dir, substancies que
presenten un efecte toxic que altera la produccidé normal d’espermatozoides. Entre
les més estudiades trobem el tabac, les drogues i I'alcohol, o altres factors com la
contaminacié, la llum ultravioleta, metalls pesants, pesticides o els disruptors
endocrins presents en |'aigua de beguda o en aparells electronics, entre d’altres.
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No obstant, i tot i que el coneixement sobre aquest desordre creix cada any, encara
sén molts els pacients en els que és dificil establir la causa especifica de la infertilitat,
donant lloc a casos d’infertilitat idiopatica que requereixen un estudi detallat.

L’andrologia és la part de la medicina dedicada a I'estudi de I'aparell genital masculi i
de les malalties associades, i entre les seves arees d’interés es troba la infertilitat (Pomerol
and Arrondo, 1994). Per tal d’estudiar el possible paper d’un factor masculi en una parella
amb un problema d’infertilitat, I'estudi principal que es duu a terme en un laboratori
d’andrologia és I'analisi de la qualitat seminal de I'ejaculat. El procediment establert per
aquest analisi es detalla en el seglient apartat.

1.3.1. Practiques andrologiques: analisi espermatic

La WHO va crear al 1980 el WHO laboratory manual for the examination of human
semen and sperm-cervical mucus interaction per tal de respondre a la necessitat de proveir
uns procediments estandards per I'examinacié de mostres de semen. Des d’aquella primera
edicid, el manual ha estat actualitzat diverses vegades. La cinquena i per ara ultima edicid
es va publicar al 2010 (World of Health Organization, 2010).

Seguint les guies estandarditzades de la WHO, I'analisi espermatic s’ha de dur a
terme en una mostra de semen que es recull per masturbacid, en contenidors esterils
especials, després de 2-7 dies d’abstinencia i havent proporcionat al pacient instruccions
clares del procediment, tant escrites com orals. Una vegada obtingut I'ejaculat, aquest
s’analitza a dos nivells, macroscopic i microscopic, obtenint 'anomenat seminograma.

I. Analisi_ macroscopic: consisteix en la comprovacié d’una correcta liqliefaccio, la

valoracid de la viscositat i el control del volum i pH de I'ejaculat. Altres
caracteristiques que es poden observar sén I'olor o el color.

II. Analisi __microscopic: es valora principalment Ila preséncia d’agregats

d’espermatozoides, concentracid, mobilitat, morfologia i viabilitat. El manual de la
WHO estableix protocols detallats per tal de valorar cadascun d’aquests parametres.
Per exemple, per mesurar la concentracié (milions d’espermatozoides/ml) s’utilitza
una cambra de comptatge, com la cambra Makler o la Neubauer haemocytometer
(Figura 1.8). La mobilitat també es pot determinar manualment, tot i que esdevé
més subjectiva que la concentracid. Per aquest motiu es sol utilitzar sistemes
computats com el sistema d’analisi CASA (Computer-Aided Sperm Analysis). S’han
establit diferents tipus de mobilitat, de manera que es pot arribar a diferenciar
entre espermatozoides amb mobilitat progressiva (aquells que es mouen
activament ja sigui de forma lineal o en un gran cercle, independentment de la seva
velocitat) i els espermatozoides amb mobilitat no progressiva (referent a altres
patrons de mobilitat sense progressid, per exemple, moviment en petits cercles o in
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situ). Els espermatozoides que no presenten moviment seran considerats immobils.
Com a dultim exemple, segons la WHO la morfologia s’avalua mitjangant
preparacions d’espermatozoides en porta-objectes que seran sotmesos a una tincié
(per exemple Diff-Quick®).

0,1x0,1
mm
Makler
counting
chamber
I | 1
] = 2 3 1 x 1
mm 0,2x0,2
Neubauer L1 Y
haemocyto- 5 6
meter
| |

Figura 1.8. Cambres pel comptatge d’espermatozoides amb microscopi. A la part de dalt es pot
observar la Makler Counting Chamber la qual conté un requadre format per 10 fileres de 10
requadres cadascuna que tenen una mida de 0,1 x 0,1 mm. A la part de sota s’observa una
representacié del requadre de la cambra Neubauer haemocytometer, la qual consta de 9
requadres de 1 x Imm. A la seva dreta s’observa una ampliacié del requadre nimero 5, el qual a
la vegada esta format per requadres més petits (Basada en (World of Health Organization,
2010)).

En la seva ultima edicid, la WHO va actualitzar els valors de referéncia minims per
cadascun dels parametres indicats anteriorment que ha de presentar una mostra de semen
per tal de ser considerada normal (Taula 1.1). Aquests valors es van establir després
d’haver analitzat ejaculats aproximadament de 4.500 homes de 14 paisos diferents d’arreu
del modn, entre els quals es trobaven homes de fertilitat provada, homes de fertilitat
desconeguda i homes amb parametres seminals considerats normals segons les edicions
anteriors (Cooper et al., 2010). D’aquesta manera, una mostra de semen que es troba per
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sobre d’aquests limits de referéncia sera considerada normozoospérmica. Depenent de
quin parametre es trobi disminuit s’estableixen diferents fenotips patologics (Taula 1.1):

= Azoospérmia: no hi ha deteccié d’espermatozoides a |'ejaculat.

= (Criptozoospermia: no hi ha deteccid d’espermatozoides en preparacions fresques
pero si que es poden observar al sediment després d’una centrifugacio.

= QOligozoospérmia: el numero d’espermatozoides o la concentracio es troben per sota
del limit de referencia.

= Astenozoospérmia: la proporcié d’espermatozoides que presenten mobilitat
progressiva es troba per sota del limit de referencia.

= Teratozoospérmia: la proporcié d’espermatozoides que presenten una morfologia
normal es troba per sota del limit de referéncia.

= Necrozoospérmia: baixa proporcid d’espermatozoides vius i gran quantitat
d’espermatozoides immobils.

També es poden observar mostres que presenten més d’'un parametre alterat,
donant lloc a fenotips combinats, com per exemple astenozoospérmia,
astenoteratozospermia, oligoastenozoospermia, oligoteratozoospermia o]
oligoastenoteratozoospermia.

S’han establit altres fenotips si 'anomalia es troba a I'ejaculat:

=  Aspérmia: no es déna produccié de semen.

= Hemospérmia: presencia d’eritrocits a I'ejaculat.

= Leucospermia: preséncia de leucocits a I'ejaculat, en aquest cas per sobre del limit
de referencia.

Es interessant notar que sempre que el sufix del fenotip sigui “spérmia” ens estarem

referint a una anomalia a I'ejaculat, mentre que quan el sufix sigui “zoospérmia” 'anomalia

es trobara a I'espermatozoide.

Tot i aix0, és important tenir en compte que el terme normozoospermic no és
sinonim de fertil i que per tant podem trobar homes amb un seminograma normal que
presentin problemes de reproduccié. S’ha de considerar que els espermatozoides poden
presentar altres anomalies no reflectides en la morfologia, motilitat o inclus en la capacitat
de fertilitzar I'oocit. S6n exemples els polimorfismes o mutacions de gens concrets (Jodar et
al., 2011), la desregulacié de proteines (de Yebra et al., 1993; Torregrosa et al., 2006; de
Mateo et al., 2007, 2009), les alteracions del patré de metilacié del DNA o de la distribucid
NH-NP (Hammoud et al., 2010, 2011; Azpiazu et al., 2014) o la preséncia de fragmentacid
del DNA espermatic (Aoki et al., 2005a). Més detalls de I'estudi de I'dltima anomalia
esmentada, la fragmentacié del DNA, es descriuen a I'apartat seglient.
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Taula 1.1. Recull dels valors de referéncia minims establerts per la WHO pels principals
parametres avaluats en un seminograma. Valors minims referents a altres parametres com pH,
leucocits positius a peroxidasa o zinc seminal, entre d’altres, es poden trobar a I'apéndix 1 del
manual de la WHO (World of Health Organization, 2010).

Parametre seminal Valor m‘inirrn
de referéncia
Volum seminal (ml) 1,5
Nombre total d’espermatozoides (10° per ejaculat) 39
Concentracié espermatica (10%/ml) 15
Espermatozoides amb mobilitat progressiva (%) 32
Mobilitat total (espermatozoides amb mobilitat progressiva + 40
espermatozoides amb mobilitat no progressiva, %)
Viabilitat (espermatozoides vius, %) 58
Morfologia espermatica (espermatozoides amb morfologia normal, %) 4

1.3.2. Estudi de la fragmentacio del DNA

La integritat del genoma dels gametes, tant de I'oocit com de I'espermatozoide, és
una caracteristica fonamental a tenir en compte per aconseguir una fecundacié amb éxit, la
formacié de I'embrid i la seva correcta evolucid fins al final de I'embaras. Especialment
I’espermatozoide huma resulta ser molt susceptible a I'estres oxidatiu, degut a que aquest
procés indueix lesions a la membrana i fragmentacié del DNA, tant nuclear com
mitocondrial. El dany al DNA en |'espermatozoide es pot manifestar de diverses formes:
talls a la cadena de DNA, llocs on s’ha perdut una base nuclear o modificacions de les bases
o unions covalents entre cadenes de DNA o entre DNA i proteines (Aitken et al., 2009).

S’ha observat que la fragmentacié del DNA a I'espermatozoide es podria donar
durant I'espermatogéenesi, per alteracions que provoquen una maduracid incompleta o una
induccio de I'apoptosi. No obstant, també podria donar-se després de I'espermatogénesi,
en els espermatozoides ja madurs, a causa d’un excés de radicals lliures que originin estrés
oxidatiu (Smith et al., 2006). De qualsevol manera, s’ha proposat que la fragmentacié del
DNA podria ser utilitzada com a un bon marcador predictiu de la qualitat espermatica,
sobretot en relacié a les técniques de reproduccid assistida (Aoki et al., 2005b). De fet,
s’han observat nivells elevats de DNA fragmentat en espermatozoides de pacients infertils
utilitzant diferents técniques, les quals es poden dividir en dos grups: les directes i les
indirectes.
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I. Tecnigues de detecciod directes: s"anomenen aixi perqué avaluen la fragmentacio per

observacio directa del DNA mitjangant fluorescéncia. Principalment podem parlar de
dues tecniques: el TUNEL o Terminal Deoxynucleotidyl Transferase-mediated 2’-
deoxyuridine 5’-triphosphate(dUTP)-Nick End-Labeling i el Comet o Single cell gel
electrophoresis. En el cas concret de l'assaig del Comet, espermatozoides
descondensats s’exposen a una electroforesi en gel d’agarosa, durant la qual es crea
un camp eléctric que provoca la migracié de fragments de DNA. D’aquesta manera
es déna lloc a la visualitzacid microscopica d’'una cua semblant a un cometa que és
més o menys llarga depenent del nivell de fragmentacié que té la cél-lula (Ostling
and Johanson, 1984) (Figura 1.9). Existeixen dues variants d’aquest assaig, el Comet
neutre, el qual detecta només talls de cadena doble, i el Comet alcali, que detecta
tant talls de cadena doble com de cadena simple. Es tracta d’'una técnica molt
sensible amb un rang de dany al DNA que pot anar del 0 al 100%. A més a més, s’ha
observat que presenta una capacitat predictiva molt forta del resultat de I'embaras
amb un solapament molt petit entre homes fértils i infertils (Simon et al., 2010,
2011b; Ribas-Maynou et al., 2012b) i, en el cas del Comet alcali, també una bona
prediccio d’infertilitat masculina (Ribas-Maynou et al., 2012a, 2013). Per altra
banda, a diferéncia d’altres tecniques, el procediment del Comet inclou una
extraccié previa d’histones i protamines utilitzant altes concentracions de sals i
agents reductors. Aquest pas previ fa que es puguin arribar a detectar un major
nombre de trencaments al DNA que amb altres tecniques, perd, no obstant, no
permetra distingir la localitzacié cromosomica d’aquests (Shaman and Ward, 2006;
Ribas-Maynou et al., 2012a, 2013).

Figura 1.9. Visualitzacio microscopica del resultat de la técnica del Comet. A: visualitzacié
d’espermatozoides amb diferents llargades de cua de fragments de DNA en el mateix
individu. B: cél-lula espermatica amb un elevat percentatge de dany al DNA, el que ddéna lloc
a una cua molt llarga. Modificada de (Duty et al., 2003).
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Il. Tecnigues de deteccid indirectes: mesuren la susceptibilitat del nucli a ser danyat a

través de la determinacié de la facilitat amb que aquest és descondensat. Les dues
tecniques principals d'aquest grup sén: I’'SCSA o Sperm Chromatin Structure Assay i
el SCD o Sperm Chromatin Dispersion.

Diferents estudis han demostrat una correlacié entre una protaminacioé alterada (ja
sigui calculada per relacié P1/P2 alterada, la concentracié de protamines o per analisi
indirecte utilitzant la tinci6 amb cromomicina A3; CMA3) amb un increment en el dany del
DNA en espermatozoides humans. Aquest fet reforca la hipotesi de la proteccid del
material genétic com a funcid de les protamines i fa que la fragmentacié del DNA sigui una
mesura d’utilitat en pacients amb infertilitat idiopatica (Nasr-Esfahani et al., 2004a, 2004b,
2005; Ramos et al, 2004; Torregrosa et al.,, 2006; Zubkova and Robaire, 2006;
Angelopoulou et al., 2007; Dominguez-Fandos et al., 2007; Plastira et al., 2007; Tarozzi et
al., 2009; Tavalaee et al., 2009; Nili et al., 2009; Garcia-Peiré et al., 2011; Ribas-Maynou et
al., 2012a). Tot i aix0 existeix una falta d’estudis correlacionant el dany al DNA espermatic
amb els dos tipus de protamines, P1i P2, individualment.

1.3.3. Tecniques de reproduccio assistida

Cada vegada son més les parelles que assisteixen a les cliniques de reproduccid
assistida a causa d’un problema de subfertilitat. En aquests casos, després d’estudiar la
possible causa del problema, analitzant tant el factor masculi com femeni, es solen cursar
tecniques de reproduccié assistida (RA). La RA es pot dur a terme utilitzant diferents
metodes depenent de les circumstancies i el problema concret de cada parella. En aquesta
secci6 es vol introduir breument les tres técniques més comunes: la inseminacié artificial, la
fecundacio in vitro i la injeccid intracitoplasmatica (Pomerol and Arrondo, 1994; Ballesca
and Oliva, 2012).

» Inseminacid artificial: es tracta de la tecnica de RA més antiga (la primera vegada
gue es va dur a terme va ser a finals del segle XVII) i la més similar a la fecundacié
natural, ja que consisteix en la col-locacid d’'una mostra de semen (préeviament
preparada al laboratori mitjancant selecciod i capacitacid) a l'interior de I'Gter de la
dona. D’aquesta manera I'espermatozoide ha d’arribar a I'dvul i fecundar-lo, tal i
com passaria en un embaras tradicional pero havent facilitat el procés amb un
recorregut més curt i amb menys dificultats. Per dur-la a terme és important
aconseguir el major nombre d’espermatozoides mobils possible, per tant, estaria
indicada en parelles amb subfertilitat d’origen desconegut, parelles en les que hi ha
un factor femeni per problemes d’ovulacié o alteracions a nivell del coll uteri o en
parelles en les que hi ha un factor masculi per defectes lleus o moderats respecte a
la concentracié o a la mobilitat espermatica.
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= Fecundacio in vitro (FIV): consisteix en una fecundacié fora de I'organisme femeni
després d’haver dut a terme una extraccid dels ovuls i la obtencid i preparacié de la
mostra de semen. En aquest cas l'objectiu és aconseguir un nombre fix
d’espermatozoides de la millor qualitat possible, generalment uns 100.000
espermatozoides/ml. Una quantitat menor podria disminuir la possibilitat de
fertilitzacid de l'oocit, ja que hi haura una menor probabilitat de que els
espermatozoides el trobin i el fertilitzin. Per altra banda, una quantitat major podria
augmentar la possibilitat de polipenetracié espermatica, el que faria que el zigot no
fos viable. Una vegada extrets i madurats els oodcits, aquests es posen en contacte
amb els espermatozoides per donar lloc a la fertilitzacié i a la formacié d’embrions.
Tot i I'existéncia de criteris per tal d’evaluar la qualitat dels embrions obtinguts, és
impossible predir amb seguretat quin acabara implantant-se i quin no. Es per aquest
motiu que s’acostuma a transferir més d’un embrié a la vegada, amb un maxim de 3
segons el que indica I'actual legislacié espanyola. Aquesta técnica es troba indicada
en aquelles parelles en les que procediments més senzills com la inseminacié
artificial no han funcionat, quan el factor femeni ve donat per una absencia o lesié a
les trompes, endometriosi avangada o nombre limitat d’ovuls, o quan hi ha un factor
masculi sever amb una qualitat espermatica molt disminuida.

» [njeccié intracitoplasmatica (ICSI): forma part de les técniques anomenades
innovadores. De la mateixa manera que la FIV, quan es realitza una ICSI la
fecundacio es duu a terme fora de I'organisme femeni, perd en aquest cas per
microinjeccié directa del cap d’'un espermatozoide capacitat en el citoplasma d’un
ovul que es troba en metafase Il i desproveit de les cél-lules del cimulus. Per tant, ja
gue només és necessari un espermatozoide per cada ovul que es vol fecundar,
aquesta técnica es troba indicada quan el factor masculi és sever, amb alteracions
seminals que no fan possible la FIV (baix nombre d’espermatozoides o problemes de
mobilitat o de morfologia). A més a més, resulta una alternativa per aquells homes
gue s’han realitzat una vasectomia o que presenten dificultats en I’ejaculacié, ja que
es pot realitzar amb espermatozoides obtinguts a partir de bidpsies testiculars. Es
considerada la técnica de reproduccié més artificial.
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1.4. Protedmica de ’espermatozoide’

S’entén per protedomica I'analisi sistematic de totes les proteines d’una cel-lula, d’un
teixit o d’un organisme, que es troben en un determinat moment i sota unes condicions
particulars (Aebersold and Mann, 2003; Domon and Aebersold, 2006; Cox and Mann,
2007). D’aquesta manera, la disposicié d’un cataleg que descrigui el perfil proteic de la
cel-lula espermatica és un primer pas molt important per tal d’entendre diversos aspectes
de la fisiologia del gameta masculi i de la fertilitzacié i el desenvolupament, per tal de poder
caracteritzar funcions cel-lulars de I'espermatozoide i identificar noves causes d’infertilitat
o subfertilitat.

L’espermatozoide és una cél-lula molt apropiada per dur a terme estudis protedmics,
degut a la seva accessibilitat i a la facilitat que mostra per ser purificada i analitzada (Oliva
et al., 2008, 2009). A més a més, la cél-lula espermatica madura és transcripcional i
traduccionalment inerta (Veure Seccié 1.2.1. de la Introduccié), dues caracteristiques que
simplifiquen encara més els estudis protedmics, en comparacié amb els que es duen a
terme en cel-lules somatiques (Amaral et al., 2014). Per altra banda, I'espermatozoide cursa
diferents processos, el quals, tot i que no involucren sintesi de proteines, requereixen de
diferents PTMs. La capacitacié n’és un exemple ja que necessita de la fosforilacid de
diverses proteines, particularment en residus de tirosina, fet que produeix un canvi en el
proteoma.

Tot i aix0, en el camp de la protedmica en |'espermatozoide s’ha de tenir molt
present que la identificacié d’una proteina pot no significar que aquesta estigui duent a
terme una funcié especifica, si no que, pel contrari, podria representar restes provinents
del procés previ d’espermatogénesi que no s’han eliminat amb els cossos residuals i que,
per tant, no presenten cap paper rellevant en la cél-lula madura. A més a més, a I'hora de
dur a terme un estudi protedmic en I'espermatozoide s’ha de tenir en compte una altra
caracteristica especial d’aquest tipus cel-lular que és la gran heterogeneicitat de les mostres
de semen. S’ha de ser conscient sempre d’aquest fet, tot i que s’utilitzin técniques inicials
per tal d’incrementar 'homogeneitat de la qualitat espermatica, ja que les mostres
presentaran una variabilitat tant interindividual com intraindividual (Amaral et al., 2014).

Durant les ultimes décades s’han dut a terme molts estudis protedmics amb I'objectiu
de caracteritzar proteines presents a les cel-lules espermatiques, tant immadures com
madures. Tot i aix0, la major contribucid en el coneixement del contingut proteic de
I’'espermatozoide s’ha aconseguit amb I'aplicacié de técniques basades en I'espectrometria
de masses, les quals es descriuen en la seccid segiient i es troben resumides a la Figura
1.10.

! La informacié inclosa en aquesta seccid de la Introduccid es basa principalment en les revisions Oliva
and Castillo, 2011b; i Amaral, Castillo, Ramalho-Santos and Oliva, 2014.
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1.4.1. Técniques proteomiques basades en espectrometria de masses

Degut a la disponibilitat de bases de dades amb seqliéncies gendmiques i als métodes
d’ionitzacié de proteines, I'espectrometria de masses (MS) s’ha convertit en el métode
d’eleccié per dur a terme analisis de mostres proteiques complexes (Aebersold and Mann,
2003). No obstant, en el cas de I'espermatozoide, i per tal d’establir un disseny adequat de
I’estudi, abans de dur a terme qualsevol procediment basat en MS s’han de tenir en compte
dos conceptes importants (Figura 1.10): la puresa de la mostra i el material cel-lular de
partida.

» |a puresa de la mostra: tot i que no sempre es té en compte, la puresa de la
preparacid d’espermatozoides és un dels passos més critics en aquestes tecniques,
ja que qualsevol minima contaminacid pot resultar en la identificacié de proteines
gue erroniament serien catalogades com espermatiques. Un exemple de
contaminacié seria la presencia de cél-lules rodones en la mostra, les quals tenen
molt més citoplasma que I'espermatozoide i seria molt facil la obtencié de falsos
positius en I'analisi. Per tant, resulta necessari efectuar un pas de purificacié previ,
el qual dependra de l'objectiu de I'estudi. Sén possibilitats I'is de gradients de
densitat i/o I’eliminacio especifica de leucocits amb anticossos (Veure Seccié 3.2. de
Materials i Métodes).

= Material cel-lular de partida: degut a la especifica compartimentacié de la cél-lula
germinal masculina i per tal de donar resposta a I'objectiu de I'estudi, és important
decidir si I'analisi es realitzara a partir d’extractes proteics obtinguts a partir de la
totalitat de I'espermatozoide o, en cas contrari, si sera necessari dur a terme un
fraccionament cel-lular per tal d’explorar el contingut de proteines de
compartiments concrets. La realitzaci6 de protedomica subcel-lular presenta
I'avantatge de reduir la complexitat de la mostra i, per tant, de permetre la
identificacié de proteines poc abundants que poden no ser detectades quan es
treballa amb I'espermatozoide sencer (Amaral et al.,, 2013, 2014) (Veure Seccio
1.4.2. de la Introduccid).

Una vegada es disposa d’espermatozoides purificats i s’Tha dut a terme o no el
fraccionament cel-lular, generalment es procedeix amb la lisi de les cellules i la
solubilitzacié de les proteines i, seguidament, a la disminucié de la complexitat de I'extracte
proteic abans de que sigui analitzat amb I'aparell de MS. Els estudis proteomics realitzats
en espermatozoides, tan humans com d’altres espécies animals, s’"han basat essencialment
en tres enfocaments diferents (Oliva et al.,, 2009; de Mateo et al., 2013; Amaral et al.,
2014), els quals es descriuen a continuacié (Figura 1.10):
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= Flectroforesi bidimensional i MS: en primer lloc es duu a terme una separacié inicial
de proteines amb electroforesis bidimensionals (2D), les quals es composen per una
primera dimensid on les proteines es separen per punt isoeléctric i una segona on
les proteines es separen per pes molecular. D’aquesta manera s’acaben obtenint
una serie de punts o spots, cadascun dels quals es troba format per un grup petit de
proteines amb les mateixes caracteristiques fisicoquimiques. Seguidament es talla
cadascun dels spots per tal de digerir-los individualment i aixi obtenir els peptids
corresponents (és el que es coneix com in-gel digestion), els quals poden ser
analitzats amb un aparell de MS directament (Figura 1.10). L’Us d’electroforesi 2D
ha sigut ampliament utilitzada en diversos estudis amb espermatozoides resultant
en la identificacié aproximadament d’un centenar de proteines cadascun (Pixton et
al., 2004; Martinez-Heredia et al., 2006, 2008; de Mateo et al., 2007).

= Electroforesi monodimensional i cromatografia liquida acoblada a MS: en aquest
cas, la separacié inicial de proteines es duu a terme segons el seu pes molecular
amb electroforesis monodimensionals (1D). Les bandes obtingudes es retallen i es
sotmeten a in-gel digestion. Estudis protedmics realitzats amb espermatozoides que
han utilitzant aquest metode inclouen una separacié de péptids per cromatografia
liquida (LC) abans de la identificacié amb espectrometria de masses, la qual és fara
en tandem (MS/MS) (Figura 1.10) (Johnston et al., 2005; Baker et al., 2007, 2013;
Kim et al., 2007; Amaral et al., 2013). L’acoblament de la LC amb el MS/MS ha fet
possible separar rapidament els extractes complexes de proteines i identificar els
seus components, donant lloc a un augment del limit de deteccié de la técnica amb
caracteritzacions de 400-1.000 proteines per estudi. No obstant, a diferéncia de la
tecnica anterior, fent servir aquest metode es perd la informacid relacionada amb Ia
presencia de PTM en diferents regions de la mateixa proteina.

= Digestio directa de peptids i cromatografia liquida acoblada a MS: en aquest cas, les
proteines es digereixen directament sense fer una separacié previa amb
electroforesi, és el que s’"anomena in-solution digestion. Alguns estudis han dut a
terme un pre-fraccionament dels péptids mitjancant isoelectroenfoc abans de dur a
terme I'analisi i identificaci6 amb LC-MS/MS. Aquest meétode ha donat lloc a la
identificaciéd d’unes 800 proteines (Baker et al., 2008). Una altra opcié que s’ha
aplicat recentment en un estudi amb espermatozoide huma consisteix en una doble
separacié dels peptids amb LC abans de la identificacié amb MS/MS, és el que es
coneix com 2D-LC-MS/MS (Figura 1.10). Aquesta variacié del métode va suposar un
augment de la sensibilitat de la técnica que va ampliar molt el limit de deteccio,
donant lloc a un cataleg de més de 4.000 proteines espermatiques diferents (Wang
etal., 2013).
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Figura 1.11. Espectrometre de masses. Representacid esquematica de les parts que formen
un espectrometre de masses. Els peptids poden ser separats previament per cromatografia
liguida. Finalment s’obté la relacié massa/carrega (m/z) per cada peptid.

La técnica de MS es basa en la deteccié de molecules ionitzades d’acord a la seva
relaci6 massa-carrega (m/z) i I'aparell amb la que es realitza consta de tres parts
fonamentals: la font d’ions, I'analitzador de massa i el detector (Figura 1.11). La font d’ions
modifica I'analit per obtenir-lo en 'estat optim per ser analitzat, és a dir en forma gasosa i
ionitzat. Hi ha diferents tipus de fonts d’ionitzacio, les més usades sén la MALDI (Matrix-
Assisted Laser Desorption/lonisation) i la ESI (Electrospray lonisation). La font MALDI
presenta una resolucié molt bona i normalment s’associa a un analitzador TOF (Time Of
Fly), el qual identificara els peptids segons el temps que triguen en volar i arribar al
detector per un tub buit. Tot i que aquesta combinacio és precisa es considera poc exacta i
es troba una mica desfasada. Actualment els estudis protedomics es solen basar en una
combinacié d’una font ESI (que genera un esprai per evaporar i carregar |'analit) amb un
detector en forma de trampa idnica, ja que augmenta molt la resolucié de la técnica. En
aquest cas la font ESI rep la mostra en forma liquida ja que normalment prové d’una LC, i
generalment es troba seguida per dos analitzadors separats que donaran lloc al MS/MS.
L’dltim component és el detector, el qual registrara la carrega produida per I'id i ho
relacionara amb la seva massa (m/z) per generar els espectres (Figures 1.10 i 1.11).
Finalment, la identificacid positiva de les proteines es produira mitjancant una cerca en
bases de dades (Figura 1.10). Els criteris establerts en els analisis in silico que es duran a
terme a partir dels espectres obtinguts sén critics per una bona identificacid de les
proteines i per evitar el major nombre de falsos positius possible. Generalment, uns criteris
acceptables serien els seglients: identificacié d’'un minim de dos péptids per proteina, dels
guals un hauria de ser péptid Unic per la proteina concreta, amb un false discovery rate
(FDR) menor al 5% o al'1%.
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1.4.2. Estudis proteomics de I’espermatozoide huma madur

Les primeres publicacions que contenen les paraules “proteoma de I'espermatozoide

huma” al seu titol daten de finals de segle XX, perd es van dur a terme amb I'objectiu

d’identificar un petit nombre de proteines especifiques de superficie reconegudes per

anticossos anti-espermatozoides en el serum de pacients infértils (Shetty et al., 1999,
2001). No va ser fins a I'lany 2005 quan es va realitzar el primer in-depth proteomic
analysis, tot i que no es va fer public el llistat de proteines identificades (Johnston et al.,

2005). Des de llavors s’han realitzat nombrosos estudis utilitzant tecniques diferents en

pacients infeértils i controls i tant amb la totalitat de |’espermatozoide com amb

subfraccions del mateix. Les troballes més rellevants d’aquests estudis es descriuen a

continuacio:

Proteomica de I'espermatozoide madur sencer:

S’han realitzat diversos estudis de protedmica a partir d’espermatozoides
normozoospermics sencers que han fet public els catalegs de proteines obtinguts.
Alguns d’ells van aplicar una electroforesi 2D i una identificacié6 amb MALDI-TOF,
resultant en catalegs d’unes cent proteines que van mostrar resultats inesperats, com
la caracteritzacid de diferents proteines involucrades en la transcripcié i la traduccio
(Martinez-Heredia et al., 2006; de Mateo et al., 2007; Li et al., 2007). Altres estudis
van fer Us de la técnica més sensible consistent en una identificaci6 amb LC-MS/MS.
Un d’ells va identificar 1.053 proteines, les quals es podien diferenciar segons la seva
solubilitat en preséncia del detergent Tritd X-100. Aquesta estrategia va permetre
caracteritzar una gran proporcié d’enzims involucrats en diverses vies metaboliques
(Baker et al., 2007). Tot i aix0, recentment s’ha realitzat I'estudi que ha proporcionat
el cataleg més extens de proteines espermatiques a partir de I'espermatozoide
sencer, amb una identificacid de 4.675 proteines diferents. En aquest projecte també
es va comparar el llistat de proteines amb el transcriptoma de I'espermatozoide i es
va observar una petita superposicid, confirmant la importancia de dur a terme estudis
en I'espermatozoide a nivell proteic (Wang et al., 2013).

Protedmica de subfraccions de I'espermatozoide madur:

Com ja s’ha explicat anteriorment, |'espermatozoide és un tipus cel-lular molt
apropiat per dur a terme subfraccionament. A més a més, aquesta estrategia
permet no solament suggerir possibles localitzacions cel-lulars per les proteines
identificades si no que incrementa la possibilitat d’identificar proteines minoritaries
gue han pogut estar emmascarades quan es treballa amb I'espermatozoide sencer.
S’han realitzat estudis enfocats en les proteines presents en la cua de
I’espermatozoide suggerint la possible activitat de diferents vies metaboliques i
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observant, per primer cop, la presencia de proteines del peroxisoma, fet sorprenent
ja que es pensava que I'espermatozoide es trobava desproveit d’ells (Amaral et al.,
2013). També s’han enfocat estudis a descriure especificament proteines de
membrana, algunes de les quals es va veure que podrien estar involucrades en la
interaccié espermatozoide-oo0cit, i altres van permetre incrementar el coneixement
de processos com la capacitacid i la fertilitzacié (Naaby-Hansen and Herr, 2010;
Naaby-Hansen et al., 2010; Nixon et al., 2011). Per ultim, destacar la publicacié d’un
estudi recent en el qual es va realitzar la descripcié i comparacié del proteoma de
caps i de cues aillades per separat a partir de les mateixes mostres de semen,
obtenint un total de 703 i 900 proteines respectivament. Aquests resultats van
corroborar el fet de que moltes de les proteines espermatiques presenten una
expressié compartimentada (Baker et al., 2013)2.

I1l. Alteracions del contingut proteic dels espermatozoides de pacients infeértils:

A part de [l'analisi d’alteracions dels nivells de protaminacié, ja comentat
anteriorment (Veure Seccio 1.2.2. de la Introduccid), la identificacié d’anomalies en
la resta de proteines en pacients infertils s’ha dut a terme mitjangant la comparacio
del proteoma de mostres de semen de pacients amb alteracions amb mostres
controls normozoospérmiques de donants feértils. Aquestes comparacions han
permes suggerir la presencia de proteines que podrien actuar com biomarcadors de
la fertilitat o infertilitat. El fenotip espermatic alterat més estudiat amb aquest tipus
d’estudis comparatius ha sigut I'astenozoospermia (Zhao et al., 2007; Martinez-
Heredia et al.,, 2008; Chan et al., 2009; Siva et al., 2010; Parte et al., 2012),
possiblement degut tant a la importancia biologica de les troballes obtingudes com
també a la facilitat d’obtencié de mostra en comparacié amb altres fenotips com la
oligozoospermia. S’han realitzat tant estudis protedomics que combinaven Ia
electroforesi 2D amb MS, com estudis focalitzats en 'estat de fosforilacié de les
proteines. Si s’ajunten els resultats obtinguts en els diferents estudis citats, podem
observar la identificacid6 d’un total de 109 proteines diferents alterades en
espermatozoides astenozoospérmics (Figura 1.12). D’aquestes, una gran majoria es
troben relacionades amb el citoesquelet o sén enzims involucrats en metabolisme i
produccié d’energia, el que possiblement podria portar a I'alteracié del moviment
del flagel. Per altra banda, també s’han realitzat estudis protedmics comparatius per
tal d’esbrinar possibles causes per les quals pacients normozoospérmics sense
alteracions aparents no donen lloc a embarassos a través de técniques de
reproduccio assistida com la FIV. Duent a terme aquest analisi mitjancant marcatge

2 ’estudi (Baker et al., 2013) es va publicar després de la realitzacid i publicacié de I'article de Mateo,
Castillo, Estanyol, Ballesca, Oliva, 2011; que respon a |'objectiu 2.1 d’aquesta tesi doctoral (Annex 8.2).
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diferencial dels extractes proteics s’han observat alteracions en proteines
relacionades amb I'estructura de la cromatina i per tant la possible implicacié
d’alteracions epigenétiques en aquests pacients (Azpiazu et al., 2014).

——T

g
Figura 1.12. Implicacié Altres |ESpermatogenesi
funcional de proteines , 16% lfunc‘lo'
alterades en pacients / espelrg;/atlca
astenozoospermics. En >
aquest grafic es troben

incloses les 109 proteines Metabolisme de Citoesquelet
identificades en diferents proteines 25%
estudis proteomics basats en 24%

espectrometria de masses \\ Metabolisme i
que s’han dut a terme en \ produccié
mostres d’espermatozoides ‘ d'energia

humans amb  mobilitat 19%

afectada. Modificada de
(Amaral et al., 2014).

A part dels estudis comentats en aquesta seccid, també s’ha de destacar la
realitzacié de diversos estudis enfocats a identificar aquelles proteines que participen en
diferents processos espermatics com per exemple la capacitacid (Ficarro et al., 2003;
Secciani et al., 2009) o la interaccié amb I'odcit (Redgrove et al., 2011; Petit et al., 2013). Es
el que es coneix com protedmica funcional.

1.4.3. Avencgos cap al proteoma de I'espermatozoide huma complet i

identificacio de les vies cel-lulars representades

Fins 'any 2013 es van arribar a publicar un total de 6198 proteines espermatiques
diferents a partir d’estudis protedmics basats en MS i realitzats amb espermatozoides
humans madurs®. L’estudi especific de totes aquestes proteines en conjunt mitjancant
eines bioinformatiques i analisis estadistics va permetre identificar les vies biologiques que
podrien estar representades en |'espermatozoide huma (Amaral et al.,, 2014). D’aquesta

*El cataleg que compila totes aquestes proteines ha sigut publicat pel nostre grup i es troba a Amaral,
Castillo, Ramalho-Santos and Oliva, 2014.
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manera, es va observar principalment la presencia de grups de proteines destacats que
participaven en processos de metabolisme, metabolisme de proteines, transit de
membrana, metabolisme d’RNA, apoptosi, hemostasia i cicle cel-lular i meiosi (Figura 1.13).
Cadascuna d’aquestes vies, aixi com les proteines implicades i la possibilitat de que estiguin
o no totalment actives a I'espermatozoide, es detallen breument a continuacio (per obtenir
informacié més extensa es recomana la revisié (Amaral et al., 2014):

|. Metabolisme:

El fet que la de metabolisme energeétic sigui la via cel-lular més significativa entre les
identificades en I'espermatozoide huma pot no ser un fet sorprenent degut a la seva
associacié amb la produccié d’energia, la sintesi de molécules essencials i I’eliminacié
de molecules toxiques. Dintre del terme metabolisme es consideren proteines
involucrades en el metabolisme de carbohidrats i lipids, en el cicle de I'acid
tricarboxilic, en la fosforilaci6 oxidativa mitocondrial i en el metabolisme de
nucleotids.

Il. Metabolisme de proteines:

Sembla ser que el proteoma de I'espermatozoide huma esta especialment enriquit en
proteines involucrades en la traduccid, empaquetament, modificacio i degradacié de
proteines. Es especialment interessant observar que I'espermatozoide huma presenta
la maquinaria basica per sintetitzar proteines, incloent diversos factors eucariotics
d’iniciacio de la traduccio, factors d’elongacid i factors d’alliberament de cadenes
peptidiques involucrades en la finalitzacié d’aquest procés. L’activitat d’aquestes
proteines a I'espermatozoide és un tema molt debatut a la literatura. Generalment,
s’ha establert la idea de que [I'espermatozoide madur és una cellula
traduccionalment inerta i que per tant no experimenta cap procés de sintesi proteica
a partir de gens codificats al nucli, tot i que si que podria traduir gens mitocondrials
(Baker, 2011). No obstant, s’han identificat nombroses proteines ribosomals, tant
mitocondrials com citoplasmatiques, tot i que no s’han dut a terme estudis per
determinar la seva integritat o funcionalitat. Aquests estudis ajudarien a saber si
aquestes proteines presentarien alguna funcié o, en cas contrari, si es trobarien a
I’espermatozoide com resultat de processos d’alta activitat traduccional que es van
donar préeviament durant I'espermatogenesi. Per altra banda, la presencia de
components proteics que participen en la modificacié i degradacié de proteines sén
necessaris per processos essencials de la cel-lula espermatica com és el cas de la
capacitacié o la reaccidé acrosomica, respectivament.

Il. Transit de membrana:

Aquesta via consisteix en l'alliberament de diferents molécules cap a diferents
localitzacions cel-lulars mitjancant vesicules, el que resulta imprescindible per
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diferents processos cel-lulars. Diversos components del transit de membrana han
sigut identificats com a part del contingut proteic de I'espermatozoide huma madur,
el que pot portar a la idea de que el gameta masculi és una cél-lula molt més
dinamica del que es solia pensar. Tot i aix0, i d’igual manera que amb les vies
anteriors, és possible que aquestes proteines només suposin una representacio
d’esdeveniments que han succeit durant |'espermatogenesi. De fet, el paper del
transit de membrana durant la formacié de la cel-lula germinal masculina es troba
molt ben estudiat, especialment pel que fa a la formacié de I'acrosoma (Ramalho-
Santos et al., 2001, 2002). Per altra banda, algunes de les proteines identificades
estan involucrades en la mediacié de la fusid de la membrana i, per tant, també es
podrien trobar relacionades amb funcions que es donarien una vegada
I’espermatozoide esta format, com la mateixa reaccié acrosomica. A més a més, en
aquest grup també s’inclouen proteines que participen en I'important esdeveniment
de fusié amb I'00cit, n’és un exemple la proteina IZUMO (Sutovsky, 2009).

IV. Metabolisme d’RNA:

L’espermatozoide huma madur presenta un grup de proteines involucrades en la
degradacid d’RNA missatger i en I'empaquetament i processament de petites
ribonucleoproteines. Tot i semblar sorprenent, ja que en un principi es posava en
dubte la presencia d’'RNA a la cel-lula espermatica madura, actualment ja s’han
identificat diversos RNAs missatgers, non-coding RNAs i RNAs mitocondrials
espermatics (Jodar et al., 2013). El significat funcional d’aquests transcrits a
I’espermatozoide madur encara no esta ben establert, sobretot tenint en compte
gue estem parlant d’'una cél-lula transcripcionalment inerta. Per una banda, els
RNAs sdn sintetitzats al principi de I'espermatogénesi ja que es requereixen durant
la fase haploide del procés i, per tant, podrien ser simples residus en la cél-lula ja
madura. Per altra banda, s’ha suggerit que alguns dels transcrits podrien participar
en I'empaquetament del genoma patern, en la embriogenesi primerenca o en la
transmissié d’informacié epigenetica a la descendéncia (Veure Seccié 1.5.2. de la
Introduccid).

V. Apoptosi:

Un altre grup de proteines representatiu en I'espermatozoide huma madur és aquell
amb components relacionats amb el procés de mort cel-lular programada. De fet,
diversos estudis han identificat, mitjancant técniques diferents a la MS, diversos
factors apoptotics a I'espermatozoide i han establert la seva associacié amb la
qualitat espermatica (Varum et al., 2007; Zalata et al., 2011). En aquest cas, |'apoptosi
si que seria una via activa en l|'espermatozoide madur, la qual es donaria
principalment amb dos objectius: com a mecanisme de seleccié cel-lular per prevenir
gue espermatozoides amb dany al DNA participin en la fertilitzacid, per una banda, i
per eliminar els espermatozoides del tracte reproductor femeni, per I'altra.
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VI. Hemostasia:

La representacié significativa d’aquesta via cel-lular en |'espermatozoide podria
resultar d’alguna forma sorprenent en un primer moment. No obstant, el fet és que
les cel-lules espermatiques duen a terme processos que requereixen multiples passos
consecutius, els quals es troben controlats per un conjunt de interaccions
especifiques receptor-lligand. Aquestes interaccions sén requerides per les adhesions
entre cel-lules o entre la cél-lula i la matriu extracel-lular, i moltes de les proteines
involucrades son identiques a les necessaries en els processos de reconeixement i
adhesidé que tenen lloc a I’hemostasia, al reclutament de leucocits i a I'adhesid i
agregacio6 de plaquetes (Zhou et al., 2004; Preissner and Bronson, 2007). També s’han
observat similituds entre el procés de coagulacié i fibrinolisi de la sang i el de
coagulacié i ligliefaccié del semen (Fernandez et al., 1997).

VII. Cicle cel-lular i Meiosi:

Les proteines involucrades en el cicle cel-lular i la meiosi podrien considerar-se part
del contingut residual que queda a I'espermatozoide després de I'espermatogenesi.
Tot i aix0, en aquesta via també es troben representades les histones i variants
d’histones, les quals, tot i que sén importants durant tot el procés de formacié del
gameta masculi (Veure Seccié 1.2.2. de la Introduccid), també s’ha observat que
desenvolupen un paper molt important després de la fertilitzacio, constituint una
marca epigenetica important durant el desenvolupament embrionari (Veure seccid
1.5.3i1.5.4. de la Introduccid).

La identificacié d’aquestes vies cel-lulars en I'espermatozoide, a partir de I'analisi
bioinformatic de totes les proteines identificades en el gameta masculi, demostra la gran
importancia i utilitat que es deriva dels estudis proteomics. Tot i aix0, a partir d’aquest
analisi s’ha estimat que les 6.198 proteines espermatiques identificades només
constituirien aproximadament el 78% de la totalitat del proteoma de I'espermatozoide, el
qual estaria format per unes 7200 proteines (Amaral et al., 2014). De tota manera, les
tecniques basades en MS es troben en constant desenvolupament, aquest fet juntament
amb l'aplicacid de tecniques de subfraccionament, que augmenten la possibilitat de
caracteritzar proteines menys abundants, faran que en els proxims anys el proteoma de
I’espermatozoide huma madur s’acabi segurament completant. A més a més, un seglient
pas interessant en el camp de la protedmica en l'espermatozoide seria determinar els
papers d’aquestes proteines, si en tenen algun, i investigar si algunes d’elles es troben
implicades en el desenvolupament embrionari primerenc.
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1.4.4. Proteomica de I'espermatozoide en espécies models

L’us d’espécies models presenta diverses avantatges en comparaciéo amb els estudis
realitzats amb mostres de procedéncia humana. En primer lloc, les mostres son més
accessibles, facilitant la obtencié d’espermatozoides madurs suficients per realitzar els
analisis pertinents. A més a més, permeten la possibilitat de realitzar estudis amb I'objectiu
d’identificar canvis protedmics que es poden donar durant I'espermatogenesi o la
maduracid per |'epididim. Per ultim, cal destacar la utilitat d’aquests organismes per tal
d’aplicar la protedomica en I'estudi de 'efecte toxic de drogues o diferents agents externs en
la cel-lula germinal masculina.

Pel que fa als estudis en espermatozoide madur, actualment es troben descrits els
proteomes espermatics de diferents mamifers, com ara el del ratoli (Baker et al., 2008;
Nixon et al., 2009; Asano et al., 2010; Dorus et al., 2010; Chauvin et al., 2012; Guyonnet et
al., 2012), el de la rata (Baker et al., 2008; Maselli et al., 2012), el del toro (Peddinti et al.,
2008; Byrne et al., 2012; Soggiu et al., 2013), el del porc (Park et al., 2012) i el del macaco
(Skerget et al., 2013). Per altra banda, les técniques proteomiques també s’han aplicat amb
I'objectiu d’identificar les proteines presents en I'espermatozoide de diferents invertebrats
i plantes. Per exemple, avui en dia es troben publicats catalegs de proteines procedents del
gameta masculi de Drosophila (Dorus et al., 2006; Yan et al., 2010), d’abella (Collins et al.,
2006; Poland et al., 2011), de grill (Simmons et al., 2013), de cuc (Chu et al., 2006) i del
pol-len d’arros i de tomaquet (Dai et al., 2006; Sheoran et al., 2007), entre d’altres.

Resulta destacable que en el cas de Drosophila s’hagin arribat a identificar unes 381
proteines diferents, les quals presentaven una distribucié especifica al llarg del genoma en
forma de clusters i amb una menor representacioé en el cromosoma X (Dorus et al., 2006).
Per altra banda, també es interessant tenir en compte que en el cuc Caenorhabditis elegans
s’han identificat fins a 502 proteines associades a la cromatina (Chu et al., 2006).

Tenint present que proteines altament conservades sén requerides per funcions
cel-lulars basiques, I'estudi comparatiu entre els diferents proteomes, ja sigui de
I’espermatozoide sencer o enfocat en especifiques fraccions cel-lulars (com per exemple el
nucli), pot ser una eina molt util per tal d’incrementar el coneixement actual de quins sén
els processos cel-lulars espermatics critics que s’han mantingut conservats al llarg de la
evolucio.
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1.5. Epigenética de I'espermatozoide

Tradicionalment s’ha considerat I'espermatozoide com una cél-lula que presentava
I’Gnica funcié de transmetre a la seglient generacid el missatge geneétic patern codificat al
DNA. Aquesta idea era recolzada per la gran diferencia de mida que presenta amb 'oocit i
pel fet que el gameta femeni és el que contribueix a I'embrié amb organuls cel-lulars, RNAs
i diversa maquinaria cel-lular. No obstant, i tot i que aquesta funcié té una gran importancia
biologica i no es posa en dubte, és una realitat que el nombre d’evidéncies que suggereixen
gue la cél-lula germinal masculina podria dur a terme altres funcions essencials es troba en
augment. De fet, actualment es considera que a part de I'heréncia de la informacio
genetica codificada a la seqliéncia de DNA, la transmissié de la informacié epigenética
espermatica també representa una funcié molt important (Rando, 2012).

L'epigenetica es defineix com I'estudi dels canvis heretables a través d’heréncia
mitotica o meiodtica que es donen en la funcié genica i que no poden ser explicats pels
canvis que succeeixen en la seqiiéncia de DNA (Carrell, 2012). D’aquesta manera, entendre
I’epigenética associada a I'espermatozoide permetra desentranyar temes relacionats amb
I'efecte patern en I’embriogéenesi, la biologia de la cel-lula germinal i la pluripoténcia de les
cél-lules mare embrionaries.

En el cas de I'espermatozoide, I'estudi epigenetic es basa en 4 arees principals: la
metilacié del DNA, el contingut d’RNAs, les modificacions de les histones i I’estructura Unica
que presenta la cromatina espermatica.

1.5.1. Metilacio del DNA espermatic

La metilacié del DNA és un procés bioquimic que cursa amb I'addicié d’'un grup metil
en la posicié 5’ dels residus de citosina que es troben formant dinucleotids de citosina-
guanina (CpG). Aquest procés de metilacid es troba regulat pels enzims anomenats DNA
metiltransferases (DNMT), dels quals tres sén els principals: DNMT1, DNMT3a i DNMT3b.
Les dues ultimes variants de DNMT esmentades contenen dominis catalitics que provoquen
la metilacié de novo de promotors de gens durant el desenvolupament embrionari. Una
vegada les marques de metilacid es troben establertes, I'enzim DNMT1 és I'encarregat del
seu manteniment a través de les diferents divisions cel-lulars (Bestor, 2000; Jurkowska et
al., 2011).

Aguesta modificacid epigeneética es troba relacionada amb la regulacid de I'expressié
dels gens. D’aquesta manera, una hipermetilacid génica provocaria un bloqueig de la
magquinaria transcripcional, mentre que una hipometilacié facilitaria I'activacié genica com
a resultat d’una major accessibilitat del DNA a la DNA polimerasa. Per aquest motiu, la
metilacié del DNA es troba normalment associada al silenciament de gens i esdevé critica
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per I'expressio al-lelica especifica dels gens segellats (imprinted genes), la inactivacio del
cromosoma X, la diferenciacié cel-lular i el desenvolupament (Hermann et al., 2004; Auclair
and Weber, 2012).

La cel-lula germinal masculina presenta uns patrons de metilacié del DNA similars als
de les cél-lules mare embrionaries, amb una hipometilacié general dels promotors genics
que contribueix en la seva transcripcié durant el desenvolupament embrionari (Weber et
al., 2007; Arpanahi et al., 2009; Hammoud et al., 2009). S’ha observat com alteracions en
aquest patrd es troben associades a infertilitat o subfertilitat. Per exemple, una metilacié
alterada dels promotors de gens especifics com el DAZL o de gens segellats estaria
estretament relacionada amb defectes espermatics (Navarro-Costa and Plancha, 2011;
Pacheco et al., 2011). Per altra banda, també s’ha evidenciat com alteracions en els patrons
de la metilacié del DNA espermatic podria resultar en una reduccié de la taxa d’embaras
després de cursar FIV (Benchaib et al., 2005). Per tant, el fet de mantenir uns nivells de
metilaciéd del DNA ben regulats en I'espermatozoide no seria només necessari per poder
donar lloc a la fecundacid, si no que també seria important després de la fertilitzacid, quan
es produeix una rapida i activa desmetilacié general del DNA patern (exceptuant aquells
gens que es troben segellats), la qual és necessaria per iniciar el desenvolupament (Reik et
al., 2001; Abdalla et al., 2009; Smith et al., 2012). D’aquesta manera, quedaria demostrat
com una correcta metilaci6 del DNA és extremadament important per la funcid
espermatica.

1.5.2. Contingut d’RNAs

Durant les primeres fases de I'espermatogénesi es déna lloc a una gran activitat
transcripcional i traduccional que finalitzara en la etapa d’espermatida, després de la qual
la majoria del citoplasma i els RNAs sén eliminats amb els cossos residuals (Veure Seccié
1.1.1. de la Introduccié; Figura 1.2). Tot i aixo0, i tal i com s’ha comentat anteriorment
(Veure Seccid 1.4.3. de la Introduccio), s’ha observat la preséncia de diferents tipus d’RNAs
a la cel-lula espermatica madura, alguns dels quals podrien representar restes de
I'espermatogénesi, pero d’altres podrien dur a terme funcions essencials en
I’espermatozoide.

Diferents estudis han demostrat com RNAs de gens concrets podrien tenir una
aplicacié clinica i ser utilitzats com biomarcadors de fertilitat en diferents fenotips
espermatics, com |'astenozoospérmia, la teratozoospérmia o la oligozoospérmia (Platts et
al., 2007; Jodar et al., 2012; Montjean et al., 2012). D’altra banda, també s’ha observat
I'aparicié de diferents non-coding RNAs durant les ultimes fases de la maduracio
espermatica, els quals podrien dur a terme una funcié durant els primers estadis després
de la fertilitzacié (Ostermeier et al., 2004; Liu et al., 2012). Per exemple, els miRNAs
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podrien actuar com reguladors transcripcionals en regions on codifiquen promotors, i com
a senyal durant la remodelacié de la cromatina que té lloc després de la fecundacié, quan
les protamines sén reemplacades per histones maternes (Kim et al., 2008; Place et al.,
2008; Johnson et al., 2011). Per altra banda, els piRNAs podrien regular la estabilitat de
I’'RNA i de I’estat epigenétic i protegir el genoma espermatic de la transposicié, mitjancant
la seva unid al DNA. De la mateixa manera, els piRNAs podrien exercir aquesta proteccié en
el genoma durant el desenvolupament embrionari (Krawetz et al., 2011; Jodar et al., 2013).

1.5.3. Modificacions de les histones

Les histones sén proteines capaces de contenir modificacions quimiques en les seves
regions amino-terminals que poden alterar completament [I'afinitat amb el DNA,
I'accessibilitat de factors reguladors al material genétic i I'expressié genica. D’aquesta
manera es forma el que es coneix com codi d’histones, el qual pot ser reconegut o “llegit”
per dominis de proteines especifiques, com sén els zinc fingers, els bromodomains o els
cromodomains (Jenuwein and Allis, 2001; Rathke et al., 2013).

Les modificacions principals que poden contenir les histones sén metilacions,
acetilacions, ubiquitinitzacions i fosforilacions, les quals poden trobar-se de forma
individual o bé en conjunt, per tal d’assegurar I'estat d’activacié o repressidé requerit.
Generalment, les acetilacions en les histones H3 i H4 es relacionen amb processos
d’activacié transcripcional ja que disminueixen la carrega positiva global, redueixen
I'afinitat pel DNA i, per tant, faciliten la generacié d’una cromatina més oberta i més
accessible als factors de transcripcid. De manera inversa, la desacetilacié d’histones
s’associa a un estat inactiu i sol estar correlacionada amb regions metilades de DNA
(Jenuwein and Allis, 2001; Rice and Allis, 2001; Carrell, 2012). La metilacié d’histones, en
canvi, pot esdevenir tant un marcador de regions de cromatina actives com d’inactives,
depenent de la histona i del residu de lisina on es trobi emplagcada. Per exemple, la
metilacié de la lisina 9 de la histona H3 (H3K9me) es relaciona amb el silenciament del DNA
i es troba distribuida de forma general per la heterocromatina. En canvi, la metilacié de la
lisina 4 de la histona H3 (H3K4me) es troba principalment associada a promotors de gens
actius (Jenuwein and Allis, 2001; Rice and Allis, 2001; Dada et al., 2012). Aquestes
modificacions s’estableixen i es regulen per diferents enzims. Les metiltransferases
d’histones i les demetilases d’histones sdn capaces de catalitzar I'addicié o eliminacio de
grups metils, respectivament, mentre que les acetiltransferases d’histones i les
desacetilases d’histones ho fan amb els grups acetil.

Com ja s’ha comentat en seccions anteriors (Veure Seccions 1.2.1 i 1.2.2. de la
Introduccid), I'espermatozoide madur presenta diferents tipus de variants d’histones
associades a una petita part del DNA, algunes d’elles especifiques de testicle, les quals



1. Introduccio

poden ser sotmeses a diverses PTM per desenvolupar la seva funcié. Algunes d’aquestes
modificacions sén especialment importants durant el procés de I'espermatogénesi, com és
I'acetilacié de la histona H4, necessaria per reduir I'afinitat dels nucleosomes pel DNA i
donar lloc al reemplagament de les histones per les protamines. Tot i aix0, s’ha observat
també I'existencia un codi d’histones que esdevé essencial pel desenvolupament
embrionari una vegada donada la fecundacio, fent que tant les histones com les seves
modificacions siguin un dels majors mediadors d’heréncia epigenética de la linia germinal
masculina. Degut a que aquest aspecte es troba estretament lligat amb la seglient i Ultima
area de contribucié epigenetica de |'espermatozoide, la estructura de la cromatina
espermatica, més detalls seran explicats en el seglient apartat.

1.5.4. Estructura de la cromatina espermatica

Tal i com s’ha descrit anteriorment, I'estructura de la cromatina de la cél-lula
espermatica és Unica, formada per dos dominis ben diferenciats entre ells, segons el grau
de compactacié del DNA. D’aquesta manera, la gran majoria del material geneétic es troba
altament empaquetat per la seva associacio a la regid NP, mentre que el corresponent a la
regid NH presentaria una arquitectura més relaxada (Veure Seccid 1.2.1. de la Introduccio).
Diferents estudis han demostrat que el DNA espermatic organitzat per histones es troba
predominantment associat a centromers i telomers i especialment enriquit en gens
reguladors del desenvolupament i altres elements modificadors de I'expressié genica
(Arpanahi et al., 2009; Hammoud et al., 2010; Oliva and Ballesca, 2012; Rathke et al., 2013).
D’aquesta manera, a través d’aquesta distribucio de gens al llarg de la cromatina de forma
diferencial i no donada a l'atzar, I'espermatozoide madur estaria transmetent informacio
epigenetica a I'embrid.

La primera vegada que es va suggerir I'existéncia de sequéncies de DNA especifiques
pels components NH i NP i la implicacid de les histones en la programacié de gens actius en
el desenvolupament primerenc va ser a finals del segle passat, tot i que sense descripcio
dels gens concrets establerts en cadascun dels dominis (Gatewood et al., 1987, 1990). Més
tard, a través de I'estudi de les globines, es va observar com gens codificants per g-globina i
Y-globina, actives en el sac vitel:li, contenien regions associades a histones, mentre que els
gens de B-globina i 6-globina, silenciats al sac vitel:li, no les contenien (Gardiner-Garden et
al., 1998). Tot i aixd, amb els avencos de les técniques d’analisi genome-wide, aquesta
evidencia ha sigut totalment confirmada per diferents grups mitjancant la seqlienciacié del
DNA associat a NH. Concretament s’ha demostrat que tant els nucleosomes
d’espermatozoides humans com els de ratoli es troben enriquits en loci importants per
processos de desenvolupament, incloent gens HOX, microRNAs i regions promotores de
gens del desenvolupament i de factors de transcripcio (Arpanahi et al., 2009; Hammoud et
al., 2009). En aquests estudis també s’ha observat com els patrons de metilacio de les
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histones espermatiques podrien constituir marques tant d’esdeveniments passats com
futurs, ja que gens relacionats amb I'espermatogenesi es trobarien associats a la histona H3
trimetilada en la lisina 4 (H3K4me3, modificacié activadora), mentre que promotors de
gens del desenvolupament es trobarien relacionats tant amb modificacions activadores
(H3K4me2 i H3K4me3) com repressores (H3K27me3). A més a més, s’ha observat
I'existéncia d’una superposicié de gens bivalents (marcats tant amb H3K4me3 com amb
H3K27me3) entre I'espermatozoide i les cél-lules mare embrionaries, el que suggeriria que
les marques epigenétiques espermatiques podrien participar en l'establiment de la
totipoténcia de I'embrié (Hammoud et al., 2009). D’aquesta manera, es poden trobar
diferents patrons de metilacié d’histones a la cromatina espermatica: amb efecte activador
aquelles associades a gens importants en |'espermatogenesi, i amb caracter bivalent
aquelles que es troben unides a reguladors del desenvolupament (Brykczynska et al., 2010;
Lesch et al., 2013). Per tant, I'establiment d’una correcta distribucié génica al llarg de la
cromatina espermatica sembla ser primordial per una correcta funcié de I'espermatozoide.
De fet, s’ha observat com espermatozoides provinents de pacients infértils presentarien
una retencié d’histones no especifica i donada a I'atzar, a més a més d’una reduccio de la
guantitat de H3K4me3 o H3K27me3 associades a gens segellats o corresponents a alguns
factors de transcripcié (Hammoud et al., 2011).

No obstant, encara existeixen alguns aspectes a estudiar en més detall. Per exemple,
com ja s’ha comentat en altres seccions d’aquesta introduccié, gracies als estudis
protedomics basats en técniques de gran resolucio i realitzats amb I'espermatozoide madur,
es coneix com el nucli espermatic conté altres nucleoproteines a més a més de les
protamines i les histones, les quals podrien també presentar una funcié en la regulacié de
I'expressid génica. SOn exemples alguns factors de transcripcid, proteines portadores de
dominis zinc-fingers o modificadors de la cromatina. Tot i aixd, no es coneix si aquestes
proteines nuclears també podrien estar distribuides de forma especifica al llarg de la
cromatina, associant-se especificament a zones més actives i desenvolupant activitats
reguladores que podrien ser transmeses a les seglients generacions.
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1.6. Fertilitzacio i contribucié de I’espermatozoide a I'oocit

La fertilitzacié es pot definir com la unié fisica entre I'espermatozoide capacitat i
I’ovul arrestat en metafase Il, la qual resultara en la formacié del zigot (Wassarman et al.,
2001). Aquest procés s’inicia amb la penetracié de I'espermatozoide en la zona pel-lucida
de I'o0cit mitjangant la reaccidé acrosomica i es tracta d’un procés gradual, durant el qual la
cél-lula espermatica experimenta la perdua o modificacid irreversible de diferents
estructures (Sutovsky, 2009) (Figura 1.14). Inicialment, la cél-lula germinal masculina pateix
una pérdua de membranes, tant plasmatica com acrosomica, i es fusiona amb el gameta
femeni mitjancant el segment equatorial del seu cap. Aquest procés de fusio es troba dirigit
principalment per la proteina espermatica 1IZUMO, que es redistribueix pel cap de
I'espermatozoide després de la capacitacio, i s’uneix al receptor Juno de la superficie de
I’ovul (Inoue et al., 2005; Sutovsky, 2009; Bianchi et al., 2014). Aquestes proteines resulten
essencials per la fusié dels gametes i, per tant, per la fertilitzacid. A més a més, s’ha descrit
la participacié de Juno en la prevencié de la polispermia (Bianchi and Wright, 2014).
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Una vegada donada la fusié dels gametes, I'espermatozoide penetra a I'ovul i allibera
a 'ooplasma la teca perinuclear i la fosfolipasa C { (PLCZ), entre d’altres components, per
tal d’iniciar les oscil-lacions de calci i activar I'oocit. Seguidament s’iniciara el procés de
desenvolupament embrionari (Sutovsky and Manandhar, 2006; Sutovsky, 2009) (Figura
1.14).

Quan es parla de contribucié dels gametes en la fertilitzacid, el paper de I'odcit és
troba ben definit i entés. En canvi, el coneixement actual sobre quina és la implicacio real i
completa de lI'espermatozoide en aquest procés, més enlla de la contribucié amb el
material genétic, es troba en evolucié (Schultz, 2002). Es considera que una vegada donada
la fusié dels gametes I'espermatozoide allibera tot el seu contingut a I'ooplasma, encara
gue no tots els components seran necessaris pel desenvolupament embrionari. Per
exemple, les mitocondries espermatiques sdn marcades per la seva degradacié mitjangant
el sistema d’ubiquitines. A més a més, també es produeix I'eliminacié de I'axonema i de les
estructures flagel-lars accessories de |'espermatozoide (Krawetz, 2005; Sutovsky and
Manandhar, 2006). En cas contrari, i tal i com s’ha comentat en l'apartat anterior,
actualment es coneix que la cel-lula espermatica es troba contribuint amb un conjunt
d’RNAs, alguns dels quals semblen ser necessaris per una correcta embriogenesi. Per altra
banda, el centriol patern es troba involucrat en la formacié del centrosoma del zigot
(Sutovsky and Manandhar, 2006).

Una vegada dintre del citoplasma de I'odcit, el nucli espermatic experimenta
diferents processos per tal de donar lloc al desenvolupament del pronucli masculi: perdua
de la membrana nuclear, remodelacié de la cromatina, descondensacié i augment de la
mida, obtencié d’'una forma més esférica i formacié d’una nova membrana nuclear (Wright,
1999). Pel que fa a la remodelacié de la cromatina, les protamines es dissocien del DNA i
son rapidament degradades per tal de ser reemplacades, en primer lloc, de forma
transitoria per histones de l'odcit i, finalment, de forma permanent per histones
somatiques maternes. Tot i aixi, i a part de la proteina PLCZ ja esmentada, I'espermatozoide
conté altres proteines, com factors de transcripcié o molécules de senyalitzacid, que tenen
relaci6 amb diferents processos de desenvolupament i que, per tant, podrien ser
considerades necessaries en la fertilitzacié. Per exemple, es creu que la PT32 (32-kD
perinuclear theca protein) podria participar en esdeveniments inicials del desenvolupament
del zigot o del pronucli (Krawetz, 2005). D’aquesta manera, sembla necessari poder
completar la descripcié del contingut proteic del nucli de I'espermatozoide madur per tal
de caracteritzar possibles nucleoproteines que, com les ja esmentades, puguin estar duent
a terme funcions importants en la fertilitzacié o en les fases posteriors.
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Cada vegada son més les evidencies que suggereixen que |'espermatozoide madur
presenta una funcid més enlla de la simple transmissié del material genétic patern a la
seglient generacié. La hipotesi principal d’aquesta tesi consisteix en que aquesta
contribucié paterna no és solament basada en la transmissié de patrons de metilacié de
DNA o modificacions d’histones concretes, si no que també es troba influida per I'estat de
la cromatina espermatica i en especial per la seva composicié proteica. A partir d’aixo, es
generen hipotesis addicionals. Per una banda, les protamines, proteines majoritaries del
nucli de I'espermatozoide, ajudarien a la conservacid d’aquesta cromatina i, per tant,
alteracions en els seus nivells afectarien a la integritat del material genétic. A més a més,
I'aplicacioé de tecniques protedmiques basades en espectrometria de masses, partint de la
cél-lula completa, ha permés la identificacid de nucleoproteines interessants, com sén
alguns factors de transcripcid, proteines amb dominis zinc finger o diverses variants
d’histones diferents. La preséncia d’aquest tipus de proteines en wuna cellula
transcripcionalment inerta ens permet hipotetitzar, per altra banda, la preséncia de
proteines nuclears addicionals que podrien representar components importants en
diferents processos durant la fecundacié i el desenvolupament embrionari i en la
transmissié d’informacid epigenetica.

D’aquesta manera, 'objectiu principal d’aquesta tesi doctoral consisteix en realitzar
una caracteritzacid completa del contingut proteic del nucli de I'espermatozoide huma
normal i de les seves caracteristiques per tal d’augmentar el coneixement actual d’aquest
compartiment cel-lular i aixi arribar a desentranyar aspectes relatius a alteracions
epigenétiques en pacients infertils, per una banda, i a la implicacié potencial del gameta
masculi en la fertilitzacid i el desenvolupament embrionari, per I'altra. Degut a que les
proteines majoritaries del nucli espermatic sén les protamines i que aquestes presenten
caracteristiques fisicoquimiques molt especials que requereixen técniques d’analisi
concretes, la caracteritzacié protedmica s’obtindra per dos estratégies diferents: en primer
lloc I'estudi especific de nivells de protamines en pacients infertils valorant la seva
implicacid en l'estat de la cromatina, i en segon lloc I'estudi de la resta de proteines
nuclears, mitjancant enriquiment per subfraccionament. Per ultim s’establira el proteoma
nuclear total i la conservacié per comparacié amb espécies models de mamifers.

Per tant, els objectius especifics i detallats d’aquesta tesi doctoral sén els seglients:

1. Analitzar el contingut de protamines d’espermatozoides humans madurs i la seva
implicacid en 'estat de la cromatina espermatica.

1.1. Establir la relacié entre els quocients P1/P2 i P/DNA amb el grau de
fragmentacio del DNA en mostres de semen de pacients infértils.

1.2. Identificar la preséncia de modificacions post-traduccionals en les seqiiéncies
de les protamines humanes mitjangant espectrometria de masses.
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2. Analitzar el proteoma nuclear d’espermatozoides humans normals i la distribucidé de
proteines en diferents compartiments de la cromatina espermatica mitjangant
espectrometria de masses.

2.1. Descriure el contingut proteic del nucli de I'espermatozoide huma madur
normozoospérmic.

2.2. Caracteritzar subconjunts de proteines nuclears d’espermatozoides
normozoospérmics segons la seva distribucioé en diferents compartiments de
la cromatina espermatica.

3. Compilar el proteoma nuclear total de I'espermatozoide huma normozoospérmic i
establir el potencial epigeneétic i la conservacié per comparacié amb el d’espécies
models de mamifers.
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3.1. Material biologic i processament de les mostres de semen

En la present tesi s’han utilitzat dos tipus de mostres de semen huma de diferent
origen i processament:

1) Mostres de pacients infértils del laboratori d’andrologia de la_ Queen’s University of
Belfast, Irlanda:

Aquestes mostres de semen van procedir d’homes que van assistir amb la seva
parella al laboratori d’andrologia de la Queen’s University of Belfast a causa d’un problema
d’infertilitat. Per tant, la rad de la infertilitat era desconeguda en el moment de la
recol-lecci6 de les mostres. Més tard, aquests pacients van dur a terme reproduccié
assistida per FIV o per ICSI. Tots els pacients van donar el consentiment informat per escrit i
el projecte va ser aprovat per la Office for Research Ethics Committees in Northern Ireland i
el Royal Group Hospitals Trust Clinical Governance Committee.

Es van recollir un total de 66 mostres que van ser utilitzades per dur a terme un
estudi col-laboratiu amb el grup de la Dra. Sheena Lewis de Belfast, Irlanda. La recol-leccio
de les mostres, els tractaments inicials i els analisis espermatics es van dur a terme al seu
laboratori i pel seu grup seguint els seus procediments habituals. Després, les mostres van
ser enviades al nostre laboratori per tal de dur a terme un analisi del contingut de
protamines (Veure Seccié 3.3. de Material i métodes i 4.1.1. de Resultats). Per tal de
proveir informacié referent al tractament que es va fer a les mostres abans de rebre-les en
el nostre laboratori, els procediments seguits al grup de la Dra. Sheena Lewis es troben
descrits breument a continuacié:

= Els ejaculats es van obtenir després de 3-5 dies d’abstinéncia sexual i es va procedir
a la ligliefaccid. Seguidament, les mostres van ser sotmeses a un analisi espermatic
convencional seguint les indicacions de la Organitzacié Mundial de la Salut (World of
Health Organization, 1999). Com a parametres seminals es van determinar el volum,
la concentracid espermatica, la produccié total d’espermatozoides, la mobilitat
progressiva i la morfologia.

= Una aliquota de cada mostra es va reservar per tal de dur a terme un gradient
discontinu 90%-45% amb PureSperm (Hunter Scientific Limited, Essex, Regne Unit).
El gradient estava format per 2 ml de PureSperm 90% a sobre del qual hi havia 4 ml
de PureSperm 45%. A la part de dalt del gradient es va dipositar la mostra de semen
i es va procedir a centrifugar les mostres a 250 g durant 20 min a temperatura
ambient. Es va descartar el sobrenedant i es van utilitzar els espermatozoides
recollits al sediment per fer els analisis.

= De cadascuna de les mostres utilitzades es va obtenir una aliquota representativa de
I'ejaculat inicial, a la qual se li va anomenar Native sample, i una aliquota
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representativa dels espermatozoides recollits després del gradient 90-45% de
PureSperm, a la qual se li va anomenar DGC sample (Density Gradient Centrifuged
sample).

= Part de les dues aliquotes recollides per a cadascuna de les mostres es va incubar a
37 °C durant un minim de 30 min i un maxim de 4 hores fins al comengament de
I'analisi del dany del DNA mitjancant Comet (Veure Seccié 3.4 de Material i
Metodes). El material restant es van centrifugar a 800 g durant 12 minuts a
temperatura ambient i els sediments es van conservar a -80 °C fins al seu enviament
al nostre laboratori amb un servei de missatgeria de 24h, per tal de dur a terme
I’analisi del contingut de protamines (Veure Seccié 3.3.1. de Material i Metodes).

2) Mostres de pacients que es sotmeten a analisis de semen rutinaris a la Unitat de
Reproduccid Assistida de I’"Hospital Clinic de Barcelona:

La resta d’estudis duts a terme en aquesta tesi doctoral es van realitzar amb mostres
de semen de pacients de la Unitat de Reproduccid Assistida de I'Hospital Clinic de
Barcelona (FIV Clinic). Tots els pacients van signar els formularis de consentiment informat i
el material huma va ser utilitzat seguint les guies d’ética internes del centre.

A la Unitat de Reproduccié Assistida es van realitzar tots els analisis de semen
rutinaris: recol-leccid dels ejaculats en recipients esterils especifics després d’un minim de 3
dies d’abstinéncia sexual, ligliefaccié de les mostres a temperatura ambient i avaluacio dels
parametres seminals (concentracié, volum, mobilitat i morfologia), seguint les guies
actualitzades de la Organitzacid Mundial de la Salut (World of Health Organization, 2010).
La determinacié dels parametres seminals es va dur a terme amb el sistema informatitzat
CASA (Proiser, Valéncia, Espanya), exceptuant la morfologia que es va avaluar segons el
criteri estricte de Kruger (Kruger et al., 1987), examinant un minim de 100 espermatozoides
per mostra.

Ja en el nostre laboratori, les mostres es van processar de dues formes diferents
segons si I'objectiu era conservar-les per ser utilitzades més endavant (per a la realitzacié
d’estudis de protaminacid) o bé utilitzar-les en fresc (per a la realitzacié d’estudis de
protedmica). Els passos es van seguir es descriuen a continuacio:

|. Conservacio de les mostres per ser utilitzades més endavant (estudis de

protaminacio):

= Rentar les mostres de semen amb un minim d’1 volum de medi nutritiu Ham F10 1x
complementat amb NaHCOs 2% (p/v). Agitar bé i centrifugar a 3000 g durant 5 min.
NOTA: Aquest pas serveix per eliminar el plasma seminal.
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Per preparar 50 ml de Ham F10 1x- NaHCO;2%:

50 ml Ham F10 1x (Gibco®, Life Technologies, Thermo Fisher Scientific, Paisley,
Escocia)

100 mg NaHCO; (Sigma-Aldrich, St Louis, Misuri, USA)

Resuspendre el sediment en 1 ml de Ham F10 1x-2% NaHCO3; amb 7% de glicerol.
NOTA: el glicerol a aquesta concentracié permetra protegir els espermatozoides
durant el procés de congelacio i descongelacio.

Per preparar 1ml de Ham F10 1x- NaHCO; 2%- Glicerol 7% (v/v):
860 pl Ham F10 1x- NaHCO;2%
140 pl Glicerol (Sigma-Aldrich)

Conservar les mostres a -20 °C.

. Utilitzacié de mostres fresques (estudis de proteomica):

Rentar les mostres de semen amb un minim d’1 volum de Ham F10 1x-NaHCOs 2%.
Agitar bé i centrifugar a 3000 g durant 5 min per tal d’eliminar el plasma seminal.

Resuspendre el sediment de cél-lules recollit amb 1 ml de Ham F10 1x-NaHCO3 2% i
fer un recompte de cel-lules amb el microscopi Optic fent servir la cambra de
comptatge Makler (Makler Counting Chamber, Sefi-Medical Instruments Itd., Haifa,
Israel)

NOTA: La cambra Makler consta de 10 files amb 10 requadres cadascuna. La
quantitat d’espermatozoides que es troben en una fila de 10 requadres correspon a
milions d’espermatozoides/ml. Contar al menys 3 files de requadres amb la cambra
Makler i fer el promig per determinar la concentracié d’una mostra. Controlar la
presencia de cel-lules contaminants contant qualsevol cél-lula diferent a
I'espermatozoide que estigui present en les 10 fileres de la cambra Makler (100
requadres), fer el promig i calcular el percentatge de contaminacio referent a la
totalitat d’espermatozoides trobats.

Purificar la mostra amb seleccié d’espermatozoides mitjangant Percoll 50% i
eliminacid de leucocits amb Dynabeads® CD45, seguint els procediments detallats a
la seglient Seccid 3.2. de Material i Méetodes.
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3.2. Purificacio dels espermatozoides

Uns dels requisits més importants i critics a I’hora de fer un estudi de protedmica és
partir d’'una mostra pura. S’ha de poder assegurar la correcta eliminacié de cel-lules
contaminants per tal de poder relacionar la identificacié d’'una proteina concreta al tipus
cel-lular en estudi i no tenir artefactes o resultats esbiaixats. Les mostres de semen huma
son una mescla heterogenia de ceél-lules diferents, i per cel-lula contaminant entenem
qualsevol cel-lula diferent al propi espermatozoide, com per exemple leucocits, cel-lules
epitelials o cél-lules espermatiques immadures. La proporcié de cel-lules contaminants és
relativament petita en mostres normozoospéermiques (al voltant d’'un 2%), no obstant, pot
arribar a ser elevada en mostres amb alteracions fenotipiques, arribant fins al 50% en
mostres oligozoospermiques severes.

Les mostres que van ser objecte d’estudis de protedomica en aquesta tesi van ser
purificades a dos nivells:

1) Seleccid d’espermatozoides mitjancant Percoll 50%

2) Exhaustiva eliminacié de leucocits residuals utilitzant boles magnétiques adherides a
un anticdos que reconeix I'antigen CD45 present a les membranes dels leucocits
(Dynabeads® CD45).

La correcta purificacié de les mostres es va confirmar amb microscopi optic (Figura
3.1). Addicionalment, i complementant la confirmacio visual, en alguns casos també es va
confirmar la puresa mitjangant I'extraccidé i analisi d’'RNA corresponent al marcador de
leucocits CD45.

3.2.1. Seleccio d’espermatozoides amb Percoll 50%

El Percoll és un medi de densitat utilitzat per la preparacié de cel-lules, fraccions de
cel-lules o fins i tot grans virus. En quant a la purificacié de mostres d’espermatozoides és
comu realitzar un gradient de Percoll 40-80% (World of Health Organization, 2010), tot i
gue aquest procediment resulta en una seleccié exhaustiva del millors espermatozoides
presents a la mostra (amb més mobilitat i millor morfologia). No obstant, un estudi previ
del nostre laboratori va demostrar en mostres normozoospéermiques que una seleccié de
cél-lules amb Percoll 50% era suficient per tal de purificar la mostra de cel-lules
contaminants i, a la vegada, mantindre una poblacié representativa dels espermatozoides
presents inicialment (Mengual et al., 2003).
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Mostra de semen Mostra de semen
inicial purificada
& percoll B Dynabeads®
2 50% CD45
y — S
—
Visualitzacio

de les beads

Figura 3.1. Comprovacid per microscopia optica de la purificacio de les mostres. En cada pas

de la purificacié (seleccié de cel-lules amb Percoll 50% i eliminacié especifica de leucocits amb

Dynabeads® CD45) es va realitzar un control amb microscopi optic. Es pot observar també les
beads o boles magneéetiques després del tractament unides a leucocits.

Per tant, en aquesta tesi es va realitzar Percoll al 50% de mostres d’espermatozoides

préviament rentades i sense plasma seminal (Veure Seccié 3.1 de Material i métodes).

Es va preparar 1 ml de Percoll al 50% isotonic per cada 50 milions d’espermatozoides.

Els passos seguits van ser els seglients (Martinez-Heredia et al., 2006; de Mateo et al.,
2013):

Preparacio de la mostra d’espermatozoides:

Calcular el volum que hauria de tenir la mostra d’espermatozoides per tal de tenir
una concentracié de 50 x 10° espermatozoides/ml.

Diluir el sediment d’espermatozoides préviament rentats (Veure Secciéo 3.1. de
Material i Métodes) en el volum necessari de Ham F10 1X- NaHCOs 2% calculat en el
pas anterior.

Preparacio del Percoll 50%:

Preparar una solucio stock de Percoll 100% isotonic.
NOTA: Aquesta solucio és estable una setmana a 4 °C.

75



76

3. Material i métodes

Percoll 100% isotonic:

87% Percoll™ (GE Healthcare, Uppsala, Suécia)

10% Ham F10 10x (Biological Industries, Haemek, Israel)
0,225% NaHCO;

A partir de la solucié de Percoll 100% preparar la solucié de Percoll 50%.
NOTA: Aquesta solucid es prepara en el moment de I’us.

Percoll 50% isotonic:
50% Percoll 100% isotonic
50% Ham F10 1x-2% NaHCO;

Posar 1 ml de Percoll 50% en cada tub de 15 ml.

NOTA: el numero de tubs de Percoll 50% dependra de la quantitat
d’espermatozoides presents a la mostra, les condicions optimes consistirien en posar
50 milions d’espermatozoides en cada tub.

Emplacament de la mostra i seleccid dels espermatozoides:

Afegir 1 ml de mostra diluida en Ham F10 1x- NaHCOs 2% en cada tub amb Percoll
50%.

NOTA: Es important fer-ho amb cura i poc a poc per tal d’evitar que la mostra es
barregi amb el Percoll. Una forma de fer-ho consistiria en recolzar la punta de la
pipeta en la paret del tub i deixar anar molt a poc a poc la mostra, de manera que
vagi relliscant per la paret del tub per situar-se sobre el coixi de Percoll 50%. En
aquest punt es poden observar dues fases clarament visibles, el Percoll a la part de
baix del tub i la mostra a sobre (Figura 3.2).

800 ¢
20 min
Mostra . . .
. . q Fase superior: fluid seminal
d'espermatozoides :l 1ml ] )
—» Interfase: cél-lules contaminants
Percoll 50% :l 1mi ! :l Fase inferior: restes de Percoll

v

Sediment: espermatozoides

Figura 3.2. Seleccié de cel-lules amb Percoll 50%. Imatge modificada de (de Mateo et al.,
2013)
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Posar amb cura els tubs en gel i deixar reposar 10 min.
NOTA: D’aquesta manera el canvi de fase no es donara d’una manera tan brusca.

Centrifugar a 800 g durant 20 min a 4 °C.

Posar els tubs cuidadosament en gel. Després de la centrifugacié han de ser visibles
dues fases ben diferenciades: una interfase i un sediment (Figura 3.2).

NOTA: La fase superior correspon a restes de fluid seminal, a la interfase trobarem
cél-lules somatiques i espermatozoides aberrants, i la fase inferior estara formada
per restes de Percoll. Es descarten les tres fases. En el sediment trobarem els
espermatozoides purificats.

Resuspendre el sediment d’espermatozoides en PBS (Phosphate Buffered Saline;
Biomérieux, Marcy I'Etoile, Franca) per tal de confirmar la correcta eliminacié de
cél-lules contaminants mitjancant microscopi optic (Figura 3.1).

3.2.2. Eliminacio de leucocits amb Dynabeads® CD45

L’eliminacié de leucocits residuals mitjancant boles magnétiques adherides a un

anticos que reconeix I'antigen CD45 present a les membranes de les cel-lules blanques es

va dur a terme amb el producte comercial Dynabeads® CD45 (Invitrogen, Dynal AS, Life

Technologies, Thermo Fisher Scientific, Oslo, Noruega), tal i com s’ha descrit en un estudi

del nostre laboratori (Amaral et al., 2013).

Es va fer el tractament amb 50 pl de Dynabeads®/tub de mostra. Es aconsellable

dividir la mostra en 6-10 tubs, depenent de la quantitat d’espermatozoides que es tingui

(per exemple, uns 500 x 10° espermatozoides es dividirien en 10 tubs). Com menys

guantitat d’espermatozoides tinguem per tub major sera I'eficiencia de la purificacié.

Primer de tot s’ha de procedir al rentat de les boles magnetiques i seguidament es

podra realitzar el tractament de la mostra.

Rentat de les Dynabeads ® CD45:

Agafar el pot comercial de Dynabeads® CD45 i fer un vortex per a que estigui ben
barrejat.

Agafar el volum necessari de Dynabeads® CD45 per tenir 50 pl/tub, transferir-lo a
un tub de 1,5 ml i afegir fins a 1-1,25 ml del medi en el qual la nostra mostra es
troba diluida (per exemple, PBS).

Fer vortex i posar el tub a I'imant durant 2 min.

Sense treure els tubs de I'imant, descartar el sobrenedant.
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Resuspendre les boles magnetiques en un volum de medi (PBS o un altre) necessari
per a que tinguem 50 pl/tub per tractar la mostra.

. Tractament de la mostra amb les Dynabeads® pre-rentades:

Dividir la mostra en 6-10 tubs i afegir medi (PBS o un altre) fins a obtenir 1ml/tub.
Afegir 50 pl/tub de Dynabeads® CD45 pre-rentades amb el medi de la mostra.
Fer vortex (aquest pas és critic i s’ha de fer sempre).

Deixar els tubs en agitacidé a temperatura ambient durant 1 h.

Posar els tubs a I'imant durant 2 min.

Sense treure els tubs de I'imant, treure el sobrenedant i passar-lo a un tub nou.

Posar 150 ul de medi (PBS o un altre) als tubs inicials on ha quedat el sediment de
beads. Fer vortex i posar a I'imant durant 1 min. Sense treure els tubs de I'imant,
treure el sobrenedant i ajuntar-lo amb I'anterior.

NOTA: Es aconsellable resuspendre el sediment de beads en medi (PBS o un altre)
per tal de fer un control amb microscopi optic (Figura 3.1).

Posar els tubs nous, que contenen els dos sobrenedants, a I'imant durant 2 min
addicionals, per tal d’assegurar la correcta eliminacié de les beads. Treure el
sobrenedant i passar-lo a un tub nou.

Centrifugar els tubs amb els sobrenedants a 2000 g durant 5 min a 4 °C. Ajuntar els
sediments i dissoldre’ls en 1 ml de medi (PBS o un altre) per fer recompte dels
espermatozoides amb la cambra Makler i control de la correcta eliminacié dels
leucocits (Figura 3.1).

3.2.3. Comprovacio de la puresa mitjangant extraccio d’RNA i RT-PCR de

CD45

Addicionalment al control de la contaminacié en les mostres de semen mitjancant

microscopi optic, la puresa d’alguna de les mostres objecte d’estudis de protedomica també

va ser analitzada a partir d’'una reverse transcription (RT)-PCR pel marcador especific de

leucocits CD45. Tant I'extraccid del RNA d’espermatozoides i les condicions de la RT-PCR i

PCR realitzades es van dur a terme seguint les indicacions publicades en un estudi previ del

nostre grup (Jodar et al, 2012) i a la tesi doctoral de la Dra. Meritxell Jodar
(http://hdl.handle.net/10803/119732). El procediment seguit va ser el seglent:
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. Extraccido d’'RNA d’espermatozoides:

Partir d’'un volum de la mostra purificada corresponent a 30 x 10° espermatozoides i
treballar en tot moment a la campana i amb tubs pre-tractats per ser RNAsa Free.
Les solucions utilitzades, si no es diu lo contrari, pertanyen al kit miRNeasy (Qiagen
GmDH, Hilden Alemanya).

Centrifugar a 500 g durant 8 min a 4 °C i descartar el sobrenedant.
NOTA: descartar el maxim de sobrenedant possible.

Afegir al sediment 600 pl de Lysis Buffer i 6 ul de B-mercaptoetanol (Merck
Schuchardt, Hohenbrunn, Alemanya). Amb una agulla de 25 Gauges (0,5 mm) unida
a una xeringa estéril d’1 ml s’homogeneitza la mostra agafant i deixant anar
suaument volum de mostra uns 20-25 cops. D’aquesta manera també s’ajuda al
trencament cel-lular.

Guardar la mostra a -80 °C. Mantenir a aquesta temperatura com a minim una nit
(ajuda al trencament cel-lular).
NOTA: La mostra és estable a aquesta temperatura durant mesos.

Deixar descongelar la mostra a temperatura ambient i deixar reposar durant 5 min
addicionals.

Afegir 140 pl de cloroform (Merck KGaA, Darmstadt, Alemanya) per tal d’iniciar la
precipitacio del RNA. Vortejar vigorosament durant 15 s.

Deixar reposar el tub durant 3 min a RT.

Centrifugar a 14000 g durant 15 min a 4 °C.

NOTA: S’obtindran 3 fases: una fase aquosa superior i transparent que conté I’'RNA,
una interfase blanquinosa amb restes cel-lulars i bruticia (és més petita que la que es
trobaria en cel-lules somatiques) i una fase organica vermellosa a la part inferior,
amb restes del lysis buffer, entre altres (Figura 3.3).

Fase transparent: RNA
Fase blanca: restes.
T

» Faserosa: fase organica (restes de buffer Lysis, etc.)

Figura 3.3. Fases obtingudes durant I’extraccié d’RNA d’espermatozoides amb el kit
mRNeasy.
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Transferir la fase transparent corresponent a I'RNA a un tub col-lector de 2 ml, en
volums de 50 en 50 pl. Descartar si s’agafa una mica d’alguna de les altres dues
fases.

Afegir 1,5 volums d’etanol 100% (Merck KGaA) i barrejar bé amb la pipeta.
Transferir poc a poc el volum a una columna disponible al kit.

Centrifugar a més de 8000 g durant 15 s a temperatura ambient i descartar
(abocant-lo) el fluid que ha passat per la columna i s’ha col-lectat al tub inferior.

Afegir poc a poc a la columna 700 pl del Buffer RWT del kit. Centrifugar a més de
8000 g durant 15 s a temperatura ambient i descartar el fluid col-lectat al tub
inferior.

Afegir poc a poc a la columna 500 pl del Buffer RPE del kit. Centrifugar a més de
8000 g durant 15 s a temperatura ambient i descartar el fluid col-lectat al tub
inferior.

Repetir el pas anterior pero centrifugant durant 2 min.

Centrifugar a velocitat maxima durant 1 min a temperatura ambient i traspassar la
columna a un tub nou.

Afegir a la columna 50 pl d’aigua DEPC (lliure d’RNAses) pre-escalfada a 65 °C.
Deixar reposar 5 min a temperatura ambient per a que I'aigua penetri.

Centrifugar a més de 8000 g durant 1 a temperatura ambient. En el tub es recollira
el RNA. Mantenir en gel.

Comprovar la concentracié d’'RNA obtinguda mitjancant la lectura de I'absorbancia a
260 nm i constant 40 ng/ul.

NOTA: Concentracions correctes d’RNA extret d’espermatozoides es troben al voltant
de 20-50 ng/ul.

Utilitzar I’'RNA per retrotranscriure’l a cDNA.

. Retrotranscripcio i PCR (RT-PCR):

La retrotranscripcié (pas de RNA a cDNA) es va dur a terme utilitzant el kit comercial

High Capacity ¢cDNA Reverse Transcription (Applied Biosystems, Life Technologies,

Thermo Fisher Scientific, Foster City, USA) i un volum final de reaccio corresponent a
20 pl.

Utilitzar 100 ng de RNA diluits en volum de 10 pl.

Preparar 10 pl de la mescla per la reaccid de retrotranscripcio i afegir al RNA.
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Mescla reaccid de retrotranscripcio (10 ul):
2 ul Tampd

0,8 ul dNTPs

2 ul Random primers

1 ul Transcriptasa reversa
0,3 ul inhibidor d’'RNAses
3,9 ul Aigua lliure d’RNAses

» Per dur a terme la retrotranscripcié es va fer servir el termociclador PTC-100™
Programmable Thermal Controller (MJ Research, Quebec, Canada) amb el seglent
programa:

Condicions del programa de retrotranscripcio:
25 °C 10 min
37 °C 2 h (Temperatura optima per I'enzim)

90 °C 10 min (inactivacié de I'enzim)

Per tal de verificar I'abséncia de leucocits, amb el cDNA obtingut es van realitzar
dues PCR:

1) Amplificacié del DNA corresponent al marcador especific de leucocits CD45.
Degut a que CD45 és I'antigen més comu dels leucocits, si no s’obté amplificacio
es confirmara 'abséncia de leucocits.

2) Amplificacié del DNA corresponent al gen de la Protamina 2 humana (PRM2).
Donat que el gen de la protamina 2 es troba present en tots els
espermatozoides, aquesta amplificacid es va utilitzar com a control de la
integritat del RNA extret.

Es va realitzar la PCR de la mostra de semen purificada i també d’RNA extret d’una
mostra de semen amb una contaminacié major d’1 milié de leucocits/ml. Aquesta
darrera mostra es va utilitzar com a control positiu de la contaminacié.

Per tal de dur a terme la reacci6 de PCR es van utilitzar els encebadors i les
condicions establertes a la tesi de la Dra. Meritxell Jodar
(http://hdl.handle.net/10803/119732), les quals també es troben indicades a la taula
3.1.

A la figura 3.4 es mostra el resultat de PCR d’'una mostra d’espermatozoide
correctament purificada.



82

3. Material i métodes

Taula 3.1. Condicions de les PCRs realitzades pels gens CD45 i PRM2 per la comprovacio de la

puresa de la mostra.

. .. Mida de
Reactius Condicions . , ez
Gen Encebadors (per 1 mostra) de PCR Cicles I'amplificacié
P de DNA (pb)
cDNA: 1pl 96 °C
Forward (F): Tampd 10x: 2,5 pl 30 se
CCTTGAACCCGAAC dNTPs: 2,5 ul 60 ocg
ATGAGT Encebador F: 0,5 ul
D45 Reverse (R): Encebador R: 0,5 ul 370250? 35 179
ATCTTTGAGGGGGA Taq (Biotherm): 0,15 pl 30 se
TTCCAG MgCly: 1,5 ul &
Aigua: 15,35 pl
Forward (F): Ta mCE')NlA(J:; l’2l| 5ul 39065eC
TATAGGCGCAGACA po ~UX: 2o | <8
CTGC dNTPs: 4 pul 56 °C
PRM2 Encebador F: 0,5 pl 30 seg 35 149
Reverse (R): Encebador R: 0,5 pl 72 °C
GCCTTCTGCATGTT DOds
cTCT Taq (Roche): 0,1 pl 60 seg

Aigua: 15,4 pl

Figura 3.4. Confirmacio de la purificacié de les
mostres mitjancant extraccio i RT-PCR de RNA
de CD45. L’'absencia de cDNA de CD45 en Ia
mostra de semen (S) verifica que s’ha realitzat
una correcta purificacié. C+ correspon a un
control positiu constituit per una mostra
d’espermatozoides amb 1 x 10° de
leucocits/ml. En paral-lel s’ha dut a terme una
RT-PCR pel gen PRM2 per verificar la qualitat
del RNA extret.

CD45 Protamina 2

SUEEE S5GEE
ok N e

olls 8
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3.3. Estudi de les proteines nuclears basiques de I'espermatozoide
huma

Tal i com s’ha comentat a la introduccié (Veure Seccié 1.2.3.), les protamines no es
poden analitzar mitjancant extraccions proteiques convencionals ja que la seva elevada
carrega positiva fa que es requereixi de tractaments acids exhaustius. A més a més, les
caracteristiques fisicoquimiques de les protamines provoquen la seva precipitacié en gels
convencionals d’SDS causant que no es puguin resoldre amb aquesta técnica. Per aquests
motius, i amb l'objectiu de poder estudiar especificament el contingut de protamines i
altres proteines basiques de I'espermatozoide, s’han realitzat extraccions i electroforesis
acides, les condicions de les quals es descriuen a continuacio.

3.3.1. Extraccio de proteines nuclears basiques de '’espermatozoide huma

L'extraccid de proteines nuclears basiques de I'espermatozoide s’ha dut a terme
seguint el procediment establert pel nostre grup al 1993 (de Yebra and Oliva, 1993; de
Yebra et al., 1993) i adaptat més endavant (Mengual et al., 2003; Torregrosa et al., 2006; de
Mateo et al., 2009), amb algunes modificacions afegides. Els passos seguits van ser els
seglients (si no es diu el contrari, totes les solucions necessaries es van usar en fresc):

= Partir d’'una aliquota de 10 x 10° espermatozoides per a cada mostra, la qual ha
d’haver sigut previament rentada de plasma seminal i cél-lules contaminants. Es pot
partir de mostres congelades que han estat conservades a -20 °C (Veure secci6 3.1.
de Material i Métodes).

= Realitzar un rentat addicional afegint a cada mostra el volum de Ham F10 1x-
NaHCOs; 2% necessari per tal d’arribar a un volum de 300-500 pl i centrifugar a 8940
g durant 5 min a 4 °C. Descartar el sobrenedant.
NOTA: Aquest pas es pot repetir tantes vegades com sigui necessari.

= Rentar el sediment amb 200 ul d’una solucié de permeabilitzacié constituida per
Trité X-100 0,5%, Tris (pH 8) 20 mM i MgCl, 2 mM. Centrifugar a 8940 g durant 5
min a 4 °Ci descartar el sobrenedant amb la pipeta.
NOTA: En aquest pas es produeix la desestabilitzacio de la membrana dels
espermatozoides.

Per preparar 1ml de Solucid de Permeabilitzacid:

20 pl Tris (pH 8) 1 M (solucié preparada amb Tris, USB Corporation, Cleveland,
Ohio, USA)

4 ul MgCl, 0,5 M (solucié preparada amb MgCl,, Merck, Darmstadt, Alemanya)
5 ul Trité X-100 (Sigma-Aldrich)

971 ul Aigua miliQ
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= Resuspendre el sediment en 143 ul d’una solucié constituida per PMSF 1mM.
Centrifugar a 8940 g durant 5 min a 4 °Ci descartar el sobrenedant amb la pipeta.
NOTA: Es produeix un xoc osmotic que provoca el trencament de les cél-lules
espermatiques. El PMSF és un inhibidor de proteases que evitara la degradacid de les
proteines.

Per preparar 1ml de Solucid de PMSF 1ImM:

10 ul PMSF 100 mM (solucié preparada amb PMSF, Sigma-Aldrich, diluit en
isopropanol i conservat a -20 °C)

990 pl Aigua miliQ

= Resuspendre el sediment en 36 ul d’una solucié formada per EDTA 20 mM, PMSF 1
mM i Tris HCI (pH 8) 100 mM. Mesclar bé amb la pipeta.

Per preparar 1ml de Solucidé d’EDTA 20 mM:

40 pl EDTA 0,5 M (solucioé preparada amb EDTA, Merck KGaA)
10 ul PMSF 100 mM

100 pl Tris (pH 8) 1M

850 pl Aigua miliQ

= Afegir a la suspensio obtinguda al pas anterior un volum d’una solucié formada per
GuHCI 6 M i DTT 575 mM. Mesclar bé amb cops secs i sense utilitzar la pipeta.
NOTA: Es provoca la desnaturalitzacio del DNA i el trencament de ponts disulfur. Per
aquest motiu la solucio es torna densa i viscosa.

Per preparar 0,5 ml de Solucid desnaturalitzant:

0,04435 g DTT (Sigma-Aldrich)

Quantitat suficient de GUHCI 6 M per arribar a 0,5 ml (solucié preparada amb
GUHCI, Sigma-Aldrich)

= Aturar la reaccié de desnaturalitzacié afegint 5 volums d’etanol absolut conservat a
-20 °C. Barrejar molt bé per inversié i utilitzant el vortex.
NOTA: s’observa I'aparicid d’un filament blanquinds que correspon al DNA.

® |ncubar la mostra a -20 °C per un minim de 15 min.
NOTA: El protocol es pot aturar en aquest pas conservant la mostra a -20 °C durant
un periode llarg de temps.

= Centrifugar a 12880 g durant 15 minuts a 4 °C. Descartar el sobrenedant per
decantacid.
NOTA: utilitzar un paper absorbent per recollir les restes de sobrenedant que poden
quedar a la vora del tub.

= Afegir 360 ul de HCI 0,5 M (solucié preparada a partir de HCl fumant 37%, Merck
KGaA) i barrejar amb vortex. Incubar les mostres durant 5 min a 37 °C. Barrejar amb
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vortex i tornar a incubar durant 2 min a 37 °C. Centrifugar a 17530 g durant 10 min a
4 °C.

NOTA: Amb el tractament acid s’alliberen les proteines basiques que es trobaven
unides al DNA.

Guardar el sobrenedant (amb les proteines dissoltes) en un tub nou pre-refredat i
amb 89,3 ul d’acid tricloracetic (TCA) 100% (p/v) (Preparat amb TCA, Merck KGaA),
per tal d’obtenir una concentracié final de TCA de 20% (v/v).

NOTA: El sediment correspon al DNA, el qual estara altament degradat. Tot i aixi,
conservar el sediment amb 500 ul d’acid percloracetic (PCA) 0,5 N a 4 °C per tal de
fer-lo servir més endavant (Veure seccié 3.3.5. de Material i Métodes)

Incubar els tubs durant 10 min a 4 °C i agitant els tubs per inversié cada pocs minuts.
Centrifugar a 17530 g durant 10 min a 4°C i descartar el sobrenedant per decantacio
utilitzant un paper absorbent.

NOTA: el tractament amb TCA 20% donara lloc a la precipitacio de les proteines.

Sota la campana, afegir 500 pl d’una solucié formada per B-mercaptoetanol 1%
diluit en acetona i rentar les parets del tub amb cura. Centrifugar a 17530 g durant 5
min a 4 °C. Descartar el sobrenedant per decantacio.

NOTA: Les proteines es troben precipitades per les parets del tub i amb I'acetona es
va recollint i diluint les proteines. El 6-mercaptoetanol és un agent reductor que
provoca el trencament addicional de ponts disulfur.

Per preparar 10 ml de Solucio de B-mercaptoetanol 1%-acetona:

100 ul B-mercaptoetanol
Quantitat suficient d’acetona (Merck KGaA) per arribar a 10 ml

Repetir el pas anterior una vegada més.

Assecar el sediment de proteines basiques amb I'speed-vaccum durant 5-10 min.
NOTA: una vegada s’obté el sediment de proteines sec, les mostres es poden
conservar a -20 °C directament o bé ja diluides en tampd de mostra acid (veure pas
seglient).

Diluir les proteines obtingudes en 14,3 ul del tampdé de mostra acid optim per a dur
a terme l'electroforesi acida (Veure seccié 3.3.2. de Material i Méetodes). Conservar
a-20°C.

Per preparar 1 ml de Tampd de mostra acid:

0,330 g Urea (Bio-Rad Laboratories Ltd, Hercules, California, USA)
200 ul B-mercaptoetanol

50 pl Acid acétic glacial (Merck KGaA)

Quantitat suficient d’aigua miliQ per arribar a 1 ml
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3.3.2. Electroforesi acida

Tal i com s’ha comentat anteriorment, les protamines no es poden resoldre en
electroforesis d’SDS convencionals. Per aquest motiu, per tal de poder visualitzar-les, s’ha
de dur a terme una electroforesi acida, la qual separara les proteines per carrega. El
procediment es pot dividir en 4 parts: preparacié del gel acid de poliacrilamida i urea, pre-
electroforesi, electroforesi i tincié del gel.

I. Preparacio del gel acid de poliacrilamida i urea:

= Preparar la solucié al moment seguint el seglient ordre:

Per preparar 15 ml de solucid (suficient per 2 gels):

2,25 g Urea

771 pl Acid acétic glacial

7,5 ml Acrilamida 30% (p/v) - Bisacrilamida 0,2% (p/v) *

2-3 ml Aigua mili Q

* Solucié preparada amb acrilamida (Sigma-Aldrich) i bis acrilamida (Sigma-
Aldrich), filtrada i desgassificada durant 3 hores.

= Agitar fins que la solucid es torni transparent i afegir la quantitat suficient d’aigua
miliQ per arribar a 15 ml.

= Desgassificar la solucié durant 30-40 min.

= Afegir els agents gelificants a la solucid anterior poc a poc i sense bombolles.

Agents gelificants:

80 ul TEMED (GE Healthcare, Life Sciences, Uppsala, Suécia)

800 i persulfat amonic (PSA) 10% (p/v) (Preparat amb PSA, Serva Electrophoresis
GmBH, Heidelberg, Alemanya, i diluit en aigua miliQ)

= Posar la solucié del gel amb cura i sense fer bombolles entre dos vidres que han
estat préviament rentats amb etanol. Col-locar immediatament una pinta amb 15
pouets, amb cura i sense fer bombolles.

= Deixar gelificar la solucié durant minim 1 hora.
= Treure la pinta i rentar els pouets amb aigua destil-lada sota I'aixeta.

Il. Pre-electroforesi:

La pre-electroforesi és duu a terme per tal d’assegurar una correcta eliminacid
d’ions que puguin alterar el desenvolupament correcte de I’electroforesi.

= Posar els vidres amb els gels en el suport especific del sistema d’electroforesi
vertical del que es disposa.
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Omplir la cubeta d’electroforesi amb el tampd d’electroforesi d’acid acetic 0,9 N.

Per preparar 2,5 L de tampo d’electroforesi d’acid acétic 0,9 N:

128,43 ml Acid acetic (Panreac Applichem, Panreac Quimica S.L.U., Castellar del
Valles, Espanya)
Quantitat suficient d’aigua miliQ per arribara 2,5 L

Connectar els eléctrodes amb la font d’electroforesi de forma invertida (vermell
amb negre i negre amb vermell).

NOTA: la col-locacié dels eléectrodes de manera invertida és molt important per la
correcta migracio dels ions i de les proteines.

Iniciar la pre-electroforesi a 150 V durant 1 hora i 30 min.

NOTA: Durant la pre-electroforesi 'amperatge anira canviat. En primer lloc pujara
fins @ un maxim, a partir del qual disminuira fins tornar-se constant. En aquest punt
és quan es pot assegurar la correcta eliminacio dels ions.

Electroforesi:
Descartar el tampd d’electroforesi utilitzat a la pre-electroforesi.

Posar els vidres amb els gels en el suport especific del sistema d’electroforesi
vertical del que es disposa i introduir-ho a la cubeta.

Omplir la cubeta amb tampd d’electroforesi nou.

Rentar els pouets dels gels amb I'ajuda d’una xeringa i tampé d’electroforesi per tal
d’eliminar urea que ha pogut quedar precipitada.

Carregar 2,5 pl de mostra diluida en tampd de mostra acid (Veure seccié 3.3.1. de
Material i Métodes).

NOTA: Reservar 4 pouets a cada gel per tal de carregar 4 quantitats conegudes
d’estandard de protamines (Veure seccio 3.3.3. de Material i Métodes), el qual sera
necessari per quantificar (Veure seccio 3.3.4. de Material i Métodes).

Carregar en el primer i Ultim pou de cada gel 2,5 ul de verd de metil diluit en tampé
de mostra acid, per tal de poder seguir el progrés de I'electroforesi.

Iniciar I'electroforesi a 150 V amb els eléctrodes connectats a la font de forma
invertida.

Aturar I'electroforesi quan la banda blava corresponent al verd de metil arribi a les 3
guartes parts del gel (aproximadament 55 min).
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IV. Tincié del gel amb EZBlue™:

Els gels de poliacrilamida acids van ser tenyits amb EzBlue™ Gel Staining Reagent
(Sigma-Aldrich), el qual conté Comassie Brilliant Blue G-250 i permet una deteccio ultra
sensible de proteines en gels de poliacrilamida i membranes de nitrocel-lulosa o PVDF.
Entre les avantatges que presenta I'Us d’aquest agent, en comparacié amb altres
tincions també basades en Comassie, s’inclouen I'obtencid de menys background, una
durada de tincié menor i la no necessitat de fer un pas de decoloracid. El procediment
de tincié es va fer seguint les recomanacions del fabricant:

= Fixar les proteines amb una solucié formada per metanol (Panreac) 50% i acid acetic
glacial (Panreac) 10% durant un minim de 15 min en agitacié i temperatura ambient.

= Rehidratar el gel amb aigua miliQ durant 15 min en agitacié i temperatura ambient.

* Tenyir el gel amb EZBlue™ durant un minim d’1 h en agitacié i temperatura
ambient.

= Deixar el gel amb aigua miliQ durant tota la nit (O/N) per assegurar la correcta
eliminacid del background (excés de colorant).

3.3.3. Preparacio d’un estandard de protamines humanes

La preparacié d’'un estandard de protamines purificades de concentracié coneguda
s’ha realitzat amb 2 objectius:

1) Incorporar-lo en els gels de poliacrilamida i urea acids per tal de tenir un control
intern que ens permeti quantificar, per extrapolacid, els pg de protamina 1 i
protamina 2 extrets de cadascuna de les mostres analitzades. Aixo és degut a que els
metodes convencionals de quantificacié de proteines (per exemple Bradford, veure
Seccié 3.5.2. de Material i métodes) no permeten obtenir una quantificacié fiable de
les protamines.

2) Obtenir un extracte nuclear enriquit en protamines humanes per tal d’analitzar la
seva composicid amb espectrometria de masses i detectar possibles modificacions
post-traduccionals presents (Veure Seccié 3.3.6. de Material i métodes).

L’estandard de protamines humanes s’ha elaborat seguint el protocol establert amb
anterioritat en el nostre grup (Mengual et al., 2003) i descrit a la tesi de la Dra. Lourdes
Mengual, amb alguna modificacié. El procediment detallat que es va seguir va ser el
seglient:
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I. Preparacié d’'un pool de mostres:

Es va preparar un pool format per 13 mostres d’espermatozoides préviament
rentades, per tal d’extreure el plasma seminal, i conservades en preséncia de Ham F10
1x — Glicerol 7% a -20 °C (Veure secci6 3.1. de Material i Métodes).

Per mantenir la homogeneitat del pool i obtenir un estandard representatiu, es van
utilitzar només mostres normozoospermiques, les quals presentaven una concentracié
mitja de 88,6 x 10° espermatozoides/ml (rang 34,2 -187,7 x 10° espermatozoides/ml),
volum mig de 3,78 ml (rang 1,3 — 6,5 ml) i una velocitat progressiva rapida mitja de
76,4 % (rang 57,4 — 87,4). La quantitat total d’espermatozoides present al pool va ser
de 2999,76 x 10° espermatozoides (Taula 3.2).

Les mostres van ser descongelades individualment i centrifugades a 3000 g durant
10 min a 4 °C. Després van ser resuspeses en 500 pl de Ham F10 1x- NaHCOs3 2% i
ajuntades en un tub de 15 ml. Del pool preparat es va extreure una aliquota
corresponent a uns 10 milions d’espermatozoides, per tal de realitzar una extraccié de
protamines convencional, paral-lelament a la preparacido de I'estandard, seguint el
procediment descrit a la seccié 3.3.1. i aixi poder utilitzar-lo com a control en la
validacié de l'estandard que es fara més endavant (Veure apartat Visualitzacio i
comprovacio de I'estandard en gels de poliacrilamida acids d’aquesta seccid; Figura
3.5).

Taula 3.2. Resum de mostres i caracteristiques seminals utilitzades com a material de partida per
realitzar I’estandard de protamines.

Espermato-
Mob. Mob. Mob. MOb'. IZoides Es.permato-
Mostra Cosnc. Vol. A B C progressiva emprats per zonf:les‘totals
x10°/ml ml % % % (A; B) fer estandard del estar;dard
(] X 105 x 10

4276 58,1 36 361 358 15,5 71,9 209,16

4294 101,5 54 26,1 544 11,7 80,5 274,05

4323 187,7 30 269 606 10,0 87,5 281,55

4328 58,3 4,0 305 438 133 74,3 233,2

4870 126,0 1,7 33,8 47,6 14,2 81,4 214,2

4872 155,9 1,3 25,8 53,7 17,5 79,5 202,67

5182 172,9 16 324 534 124 85,8 276,64 2999,76

5186 43,4 50 30,8 266 19,0 57,4 217

5189 50,0 50 57,5 299 7,8 87,4 250

5228 46,3 4,5 421 326 17,7 74,7 208,35

5252 74,4 2,7 28,2 40,1 23,0 68,3 200,88

5296 43,7 4,8 252 370 12,2 62,2 209,76

5323 34,2 6,5 39,8 43,1 5,2 82,9 222,3

Promig 88,6 3,8 335 43,0 13,8 76,4
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. Extraccid i purificacid de protamines:

Centrifugar el tub amb el pool de mostres d’espermatozoides normozoospermics a
800 g durant 10 min a 4°C. Descartar el sobrenedant.

Rentar el sediment amb 3750 ul d’una solucié que conté MgCl, 3 mM, PMSF 1mM i
Trité X-100 0,25%. Separar la suspensié en dos tubs de 15 ml (1875 pl/tub) i
centrifugar a 800 g durant 10 min a 4 °C. Descartar els sobrenedants. Repetir el
rentat un cop més.

Per preparar 5ml de solucid de MqCl, 3 mM, PMSF 1mM i Tritd X-100 0,25%:
30 pl MgCl, 0,5M

50 ul PMSF 100 mM (diluit en isopropanol i conservat a -20 °C)

12,5 pl Trité X-100

4907,5 pl Aigua mili Q

Resuspendre el sediment en 4690 pl/tub de HCI 0,5 M. Agitar amb vortex i incubar a
37 °C durant 10 min. Centrifugar a 2000 g durant 20 min a 4 °C. Descartar el
sobrenedant. Repetir aquest tractament dues vegades més.

NOTA: El sobrenedant obtingut després de realitzar aquest tractament acid es
trobara format per les proteines basiques presents a la mostra (diferents a les
protamines) diluides en HCl. Degut a que aquest tractament acid es duu a terme
sense un previ trencament de ponts disulfur (no s’ha utilitzat cap agent reductor), no
es donara lloc a I'extraccio de les protamines i els seus precursors, els quals
romandran en el sediment. Per tal de comprovar la correcta eliminacio de proteines
basiques diferents a les protamines de la mostra, es conservara una aliquota del
sobrenedant obtingut en aquest pas, que es processard i es visualitzara més
endavant en el gel acid de poliacrilamida i urea (Figura 3.5).

Resuspendre les cél-lules recollides en el sediment en 375 pl/tub d’una solucié
formada per EDTA 20 mM, PMSF 1 mM i Tris-HCI 100 mM (pH 8). Dividir el material
de cada tub en dos tubs de 2 ml, per tal de poder centrifugar a velocitats elevades.
Per tant, a partir d’ara es té 4 tubs de 2 ml amb 187, 5 ul de solucié a cadascun.
NOTA: en aquest punt és molt important controlar el pH de la mostra, el qual ha de
ser pH8. Si la mostra no té aquest pH, s’ha de centrifugar a 8940 g durant 5 min a 4
°C i repetir aquest pas tantes vegades com sigui necessari fins que es basifiqui. Una
vegada s’obtingui la solucié a pH8, es pot continuar sense centrifugar amb el pas
seglent.

Per preparar 1ml de solucidé de EDTA 20 mM:

40 pl EDTAO,5 M

10 pl PMSF 100 mM (diluit en isopropanol i conservat a -20 °C)
100 pl Tris-HCI 1 M (pH8)

850 ul Aigua mili Q
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= Procedir igual que al protocol d’Extraccid de proteines basiques de I’'espermatozoide
huma (Veure seccié 3.3.1 de Material i Métodes) a partir de la incorporacié de la
solucié desnaturalitzant formada per GuHClI 6 M i DTT 575 mM, ajustant en tot
moment els volums de forma proporcional a la quantitat total d’espermatozoides
amb la qual s’esta treballant. Conservar la mostra en forma de proteina seca (tal i
com s’obté després de I'Speed-vaccum) per fer la quantificacid, i diluir només una
part representativa en tampd de mostra acid per tal de comprovar la qualitat de
I’estandard en un gel acid de poliacrilamida i urea.

[Il. Visualitzacié i comprovacid de |I'estandard en gels acids de poliacrilamida i urea:

Comprovar la correcta obtencié de I'estandard de protamines d’espermatozoides
normozoospermics mitjancant la seva visualitzacid en un gel acid de poliacrilamida i
urea (Veure seccidé 3.3.2. de Material i Métodes). Incorporar al gel dos controls per
confirmar la puresa de |'estandard obtingut (Figura 3.5):

1) Les proteines corresponents a l'aliquota extreta inicialment del pool de mostres
(obtingudes seguint el procediment indicat a la seccié 3.3.1. de Material i Métodes).
Aquest control mostrara totes les proteines basiques presents als espermatozoides
constituents del pool, abans de dur a terme la purificacié de protamines.

2) Les proteines corresponents a I'aliquota extreta del sobrenedant obtingut després
del primer tractament amb HCI 0.5 M (obtingudes a partir de la precipitacié amb
TCA 20% i els passos posteriors indicats a la seccié 3.3.1. de Material i Métodes).
Aguest control mostrara totes les proteines basiques diferents a les protamines i els
seus precursors que s’han eliminat durant la purificacid.

ARANNALTA
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:
' Figura 3.5. Visualitzacio i comprovacié de la correcta
obtencié de I'estandard de protamines. Mitjangant un
=S T B = gel acid és visualitza una aliquota representativa de les
Control: Control: protamines purificades i els seus precursors.
Proteines Proteines . . . .
Basigues basiques extretes Addicionalment s’incorporen dos controls: proteines
del Pool amb HCI 0,5M corresponents al pool mostres abans de realitzar
Estandard I'estandard i proteines basiques diferents a les
protamines protamines i als seus precursors extretes amb HCl 0,5 M.
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IV. Quantificacié d’aminoacids:

Per tal d’estimar la quantitat total de protamina 1 i protamina 2 purificades presents
a I'estandard preparat, es va requerir dels serveis de la Unitat de Tecniques Separatives
i Sintesi de Péptids dels Centres Cientifics i Tecnologics de la UB (CCiTUB). Aquest
servei va dur a terme una quantificaci6 d’aminoacids totals d’una aliquota
representativa de I'estandard amb el métode AccQTag Waters, després d’hidrolitzar les
proteines amb HCI.

Una vegada obtinguts els resultats de la quantificacié per part dels CCiTUB, part de
I’estandard es va mantenir en forma de proteina seca (amb I'objectiu d’analitzar-lo per
MS, veure Seccié 3.3.6. de Material i Métodes) i part es va dissoldre en tampd de
mostra acid obtenint dues concentracions diferents de protamina total: 0,145ug/ul i
0,725ug/ul, per ser incorporats a les electroforesis acides (Veure Seccié 3.3.2. de
Material i Metodes).

3.3.4. Quantificacio del contingut de protamines i calcul de la relacié P1/P2

La determinacié de la quantitat de protamines present en cadascuna de les mostres
analitzades es va dur a terme mitjancant la determinacioé de la densitat optica de les bandes
dels gels acids de poliacrilamida amb el programa Quantity One (Bio-Rad Laboratories Ltd,
USA). El procediment seguit va ser el seglient:

» Escanejar els gels de poliacrilamida acids tenyits amb EzBlue™ amb un escaner GS-
800 (Bio-Rad Laboratories Ltd).

= QObrir la imatge del gel amb el programa Quantity One i ajustar-la fins que quedi
vertical i recta.

= Amb la eina Volume Rect Tool establir una area de requadre valida per a totes les
bandes a quantificar. Reproduir el requadre tantes vegades com sigui necessari per
tal de tenir un requadre per a cada banda de P1 i de P2 de cada mostra problema i
estandard. Col-locar el requadre en cada banda de manera que la englobi.

= Reproduir un requadre de la mateixa mida de I'anterior per a cada linia del gel per
tal de quantificar la densitat optica del background per a cada mostra problema i
estandard.

= Seleccionar la opcié Volume Analysis Report per tal d’exportar les quantificacions de
les arees. Obrir les dades com un arxiu Excel.

= Calcular la densitat optica per a cadascuna de les bandes de P1 i P2 de cada mostra
utilitzant el valor Density OD/mm2 i restant la densitat del seu background.
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= Amb la densitat optica obtinguda pels estandards incorporats a cadascun dels gels
(Veure Seccions 3.3.2 i 3.3.3. de Material i Métodes) i la quantitat de P1 i P2
coneguda per a cadascun d’ells, elaborar una recta de regressié que serveixi per
extrapolar les densitats optiques de les mostres problema (Figura 3.6).
NOTA: es considera correcta la recta de regressio si presenta un valor d’R? > 0,96.

= Calcular les quantitats de P1 i P2 (en pg) de cadascuna de les mostres problema
carregades al gel. Extrapolar a la quantitat total de protamines extretes en el
procediment, per tal d’obtenir la quantitat total (en pg) de P1, P2 i protamina total
(P1+P2) presents en els 10 x 10° espermatozoides utilitzats en I'extraccié de
protamines (Veure Seccié 3.3.1. de Material i Métodes). Utilitzar aquests valors per
calcular les relacions P1/P2 i les relacions Protamina/DNA (Veure Seccié 3.3.5. de
Material i Metodes).

Protamina 1 Protamina 2
DensityTotal Mg DensityTotal HE
OD/mm2 | proteina OD/mm?2 proteinal
Std 1| 19,0045015 0,234 6,24051008 0,201
Std 2| 45,2450234 0,468 21,0996772 0,401
Std 3| 82,8810418 0,936 40,5399986 0,802
Std 4| 111,212421 1,404 55,5563409 1,206

Normalitzacid i quantificacié de protamines

1,5

o y=0,0127x - 0,0581
E ) 22,9866
g 1 T
5 /( y = 0,0204x +0,0224
jo ]
0,5 2-0,9831
¥ /‘

0 # Protamina P1

' ' M Protamina P2
0 50 100 150

Density Total- Background

Figura 3.6. Quantificacio de protamines mitjancant la determinacié de la densitat optica
de les bandes de I'estandard de protamines. En cada gel acid es van incorporar 4
quantitats conegudes de I'estandard de protamines i es van mesurar la densitat optica de
les bandes (part superior de la figura). D’aquesta manera, es va elaborar una recta de
regressid que va permetre extrapolar les densitats optiques de les mostres problemes i
quantificar P1 i P2 (part inferior de la figura).
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3.3.5. Hidrolisi i quantificacio del DNA procedent de I'extraccio de proteines

basiques d’espermatozoides i calcul de les relacions Protamina/DNA

El sediment corresponent al DNA obtingut durant I’extraccid de proteines basiques de

I’espermatozoide (Veure Seccié 3.3.1. de Material i Métodes), tot i estar altament degradat,

es va fer servir per tal de quantificar-lo i calcular les relacions P1/DNA, P2 DNA i protamina

total (P1+P2)/DNA. Aquestes relacions, a diferéncia de la relaci6 P1/P2, permetran la

comparacio de la quantitat de P1 i P2 de forma independent i conjunta entre les diferents

mostres analitzades.

Per tal de fer la quantificacié del DNA, primer s’ha de dur a terme una hidrolisi. Tots

els passos que es van seguir estan detallats a continuacio:

Agafar els tubs amb el DNA obtingut durant |’extraccid de proteines nuclears
basiques (Veure Seccié 3.3.1. de Material i Metodes) i que es troba conservat a la
nevera en 500 pl de PCA 0,5 N (preparat a partir de PCA, Merck KGaA) i centrifugar a
17530 g durant 5 min a 4 °C. Descartar sobrenedant.

NOTA: incloure un tub nou amb 500 ul de PCA 0,5 N amb el qual es faran tots els
passos i que ens servira de blanc en la quantificacio per lectura d’absorbancia.

Afegir a cada tub 500 ul de PCA 0,5 N i fer vortex.
NOTA: Els sediments de DNA no s’han de dissoldre.

Realitzar la hidrolisi del DNA mitjancant la incubacié dels tubs en el bany a 90 °C
durant 20 min i amb agitacio suau. Invertir els tubs cada 5 min.

Posar els tubs rapidament en gel i centrifugar a 4420 g durant 10 min a 4 °C.

Traspassar els sobrenedants a tubs nous tenint cura de no agafar sediment. Tenir
constancia del volum de sobrenedant recuperat per cada mostra.

Quantificar el DNA de cada mostra mitjancant la lectura de I'absorbancia a 260 nm.
Calcular la concentracié de DNA multiplicant I’Absorbancia obtinguda per la
constant de 38 ng/ul (obtinguda a la tesi del Dr. Rafael Oliva;
http://hdl.handle.net/10803/1144).

Calcular la quantitat total de DNA en pg tenint en compte el volum de sobrenedant
obtingut després de la hidrolisi.

Calcular les relacions P1/DNA, P2/DNA i (P1+P2)/DNA a partir dels pg totals
obtinguts en aquesta seccid i en la seccid 3.3.4. de Material i Métodes.
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3.3.6. Identificacio de modificacions post-traduccionals de protamines

mitjang¢ant espectrometria de masses

La identificacié de PTMs de protamines mitjancant espectrometria de masses es va
dur a terme a partir d’un extracte proteic de protamines purificades (Veure Seccié 3.3.3 de
Material i métodes) el qual va ser introduit a I'aparell de MS sense digestidé prévia. Les
proteines van ser sotmeses a una cromatografia liquida, seguidament es van ionitzar i
analitzar per calcular la relacié m/z de cadascun dels components detectats (Veure Seccid
1.4.1. de la Introduccié i 3.5.5. de Material i Metodes. Una vegada obtinguts els espectres i
les relacions m/z experimentals amb z=1, es va procedir de la seglient manera:

= Comparar les masses experimentals amb els pesos moleculars teorics de la
protamina 1 i de tots els components, madurs i immadurs, de la familia de la
protamina 2, segons la informacié continguda a la base de dades disponible de
forma gratuita a Internet UniProt KB/Swiss-Prot (http://www.uniprot.org) de

I’'EXPASy. Donar una associacié com positiva si l’error es < 200 ppm.

= Calcular la incorporacié de massa obtinguda en cada pic del cromatograma a partir
de la diferencia de Da entre les masses experimentals i les masses teoriques de la
Protamina 1 i dels components de la Protamina 2.

= Relacionar les incorporacions de masses calculades amb les masses de PTMs
obtingudes a partir de la base de dades disponible de forma gratuita a Internet
Unimod (http://www.unimod.org/modifications list.php). Donar una associacié

com positiva si I'error es < 200 ppm.
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3.4. Determinacio del dany en el DNA amb I’assaig del Comet alcali

El dany en el DNA espermatic va ser avaluat en les mostres dels pacients infertils
procedents del laboratori d’andrologia de la Queen’s University of Belfast (Veure Seccio 3.1
de Material i Métodes) i la va realitzar integrament el grup d’investigacié de la Dra Sheena
Lewis, més especificament el seu llavors doctorant Luke Simon. Per tal de proveir
informacié completa sobre el tractament de les mostres utilitzades en aquesta tesi
doctoral, s’ha cregut oportu fer una breu descripcié del procediment que es va realitzar per
avaluar el dany en el DNA.

Es va utilitzar I'assaig alkaline single-cell gel electrophoresis o també anomenat
Comet, en la versié alcalina, degut a les avantatges que presenta:

= Té una elevada sensibilitat, presentant valors de DNA danyat que poden variar de 0
a 100%. D’aquesta manera es possible identificar tant un dany extens com minim.

= Presenta una gran capacitat predictiva en els resultats de les técniques de
reproducci6 assistida (Simon et al., 2010, 2011b).

= Adiferencia d’altres tests, es pot dur a terme amb una quantitat petita de cel-lules.

La fragmentacié del DNA espermatic es va avaluar seguint els procediments publicats
amb anterioritat (Hughes et al., 1997; Donnelly et al., 1999) amb algunes modificacions. Les
aliqguotes corresponents als dos tipus de mostres obtingudes, les native samples i DGC
samples (veure Seccié 3.1 de Material i Métodes), van ser diluides amb PureSperm fins
arribar a una concentracié de 6 x 10° espermatozoides/ml. Els seglients passos es van
desenvolupar a 18 °C en una cambra amb temperatura controlada i llum groga, per tal
d’evitar un dany addicional al DNA.

Els valors de dany en el DNA es van expressar com el percentatge de la cua de DNA
danyat observat amb el microscopi.
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3.5. Identificacio del proteoma nuclear mitjangant espectrometria de

masses

L’estrategia seguida per tal d’identificar el proteoma associat als nuclis dels
espermatozoides consisteix en la realitzacié d’un subfraccionament de la cel-lula que ens
permetra enriquir I'abundancia relativa de proteines minoritaries presents en la nostra
mostra.

En aquesta tesi s’ha dut a terme subfraccionament a dos nivells de complexitat:
1) Aillament i purificacio de nuclis espermatics.
2) Fraccionament de la cromatina de nuclis espermatics aillats i purificats.

En aquest apartat es descriu detalladament els procediments duts a terme per fer els
subfraccionaments, I'extraccid i visualitzacié de les proteines nuclears corresponents, la
seva identificacié per espectrometria de masses, la interpretacié de les dades obtingudes i
la validacié de les proteines caracteritzades mitjancant anticossos.

3.5.1. Aillament de nuclis d’espermatozoides humans amb CTAB 1%

L'aillament de nuclis d’espermatozoides humans es va dur a terme a partir de
mostres de semen normozoospérmiques, les quals van ser purificades i utilitzades en fresc
(Veure Seccions 3.1. i 3.2. de Material i Métodes). Es va usar el métode del CTAB 1% seguint
les indicacions publicades amb anterioritat (Wykes and Krawetz, 2003) i descrites també a
la tesi doctoral de la Dra. Sara de Mateo (http://hdl.handle.net/10803/1141), incloent
alguna modificacié. El procediment detallat és el seglient:

I. Preparacioé de la mostra:

= Partir d’'una mostra d’espermatozoides correctament purificada de la qual s’ha fet
un recompte d’espermatozoides. Si la mostra es troba diluida en PBS o en qualsevol
altre medi, centrifugar a 3000 g durant 5 min a 4 °C i descartar sobrenedant.

= Diluir el sediment en 1 ml per cada 100 x 10° espermatozoides d’una solucié
formada per NaCl 100 mM, Tris-HCI (pH8) 10 mM, EDTA 1 mM i PMSF 0,1 mM.
Centrifugar a 3000 g durant 5 min a 4 °C. Descartar sobrenedant.
NOTA: Dividir la mostra en tants tubs d’1,5 ml com siguin necessaris per tal de tenir
uns 100 x 10° espermatozoides per tub. Portar cada tub a un volum final d’1 ml.
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Per preparar 5 ml de solucié de NaCl 100 mM, Tris-HCI (pH8) 10 mM, EDTA 1 mM
i PMSF 0,1 mM:

500 pl NaCl 1M (solucié preparada amb NaCl, Merck KGaA)

50 pl Tris-HCI (pH8) 1M

10 ul EDTAOQ,5 M

5 pl PMSF 100 mM (diluit en isopropanol i conservat a -20 °C)

4435 pl Aigua mili Q

. Decapitacio dels espermatozoides:

Diluir el sediment anterior amb 1 ml/tub d’una solucié formada per DTT 10 mM i
Tris-HCIl pH8 50 mM.

Per preparar 5 ml de solucid de DTT 10 mM i Tris-HCI (pH8) 50 mM:
50 ul DTT 1M (solucié preparada amb DTT i conservada a -20 °C)
250 pl Tris-HCI (pH8) 1M

4700 pl Aigua mili Q

Incubar els tubs en gel durant 15 min.

Afegir a cada tub 0,01 g de CTAB (Sigma-Aldrich) per tal d’arribar a una concentracio
final de CTAB 1% (p/v).

NOTA: El CTAB és un detergent que és molt dificil de diluir en aigua i no es pot
preparar una solucid stock més concentrada. En incorporar el CTAB solid als tubs
veurem que no es dissol completament i que per gravetat va formant un sediment.
Es important agitar els tubs mecdnicament (no amb la pipeta) per assegurar la
correcta actuacio del CTAB.

Incubar els tubs en gel durant 30 min. Anar agitant cada cinc minuts. Centrifugar a
3000 g durant 5 min a 4 °C. Descartar el sobrenedant.

NOTA: és molt important anar agitant cada pocs minuts per no permetre la
precipitacio del CTAB. En el sobrenedant obtingut en aquest pas trobarem les cues
que s’han separat dels nuclis dels espermatozoides. Tant aquest sobrenedant com
els que s’obtindran en els seglients passos es poden conservar a -20 °C per si es volen
utilitzar en futurs experiments.

Rentats i valoracio dels nuclis espermatics aillats:

Diluir el sediment de nuclis d’espermatozoides obtingut en el pas anterior amb 1
ml/tub d’una solucié formada per CTAB 1% (p/v), Tris-HCI (pH8) 10 mM i digitonina
0,05% (p/v). Centrifugar a 3000 g durant 5 min a 4 °C. Descartar el sobrenedant (o
guardar-lo a -20 °C) i seguir amb el sediment.

NOTA: Agitar bé la solucio per formar una suspensio i no permetre la precipitacio del
CTAB. La digitonina s’incorpora a la solucio per evitar I'agregacio dels nuclis.
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Per preparar 10 ml de solucid de CTAB 1%, Tris-HCl (pH8) 10 mM i digitonina
0,05%:

0,1 g CTAB

100 pl Tris-HCI (pH8) 1 M

0,005 g digitonina (Sigma-Aldrich)

9900 ul Aigua mili Q

= Repetir el pas anterior un cop més.

= Diluir el sediment amb 1 ml/tub d’una solucié formada per Tris-HCl (pH8) 10 mM,
NaCl 100 mM i digitonina 0,05% (p/v). Centrifugar a 3000 g durant 5 min a 4 °C.
Descartar el sobrenedant (o guardar-lo) i seguir amb el sediment.

Per preparar 10 ml de solucié de Tris-HCI (pH8) 10 mM, NaCl 100 mM i digitonina
0,05%:

100 pl Tris-HCI (pH8) 1 M

1000 pl NaCl 1 M

0,005 g digitonina

8900 pl Aigua mili Q

= Repetir el pas anterior al menys 3 vegades més per tal d’assegurar la correcta
eliminacid de restes de CTAB que poden quedar als tubs, ja que podrien interferir en
analisis posteriors.
NOTA: abans de fer l'ultima centrifugacié, observar els nuclis aillats amb el
microscopi optic i fer recompte dels nuclis obtinguts. S’estima que aquest
procediment presenta una eficiencia del 99% i una perdua d’espermatozoides al
voltant del 40% (Figura 3.7).

Microscopi Microscopi electronic de
optic transmissio

Figura 3.7. Visualitzacié de nuclis d’espermatozoides purificats. A la esquerra es poden
observar nuclis d’espermatozoides aillats mitjangant el metode del CTAB amb microscopi optic.
A la dreta es mostra la representacié dels nuclis amb microscopi electronic de transmissié. Es
pot observar com no hi ha restes de cues, mitocondries o acrosoma. Imatge modificada de (de
Mateo et al., 2011) (Annex 8.2).
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= Ajuntar els sediments de nuclis d’espermatozoides obtinguts en els diferents tubs
en un de sol. Procedir depenent de I'estudi que es vol fer. En cas d’utilitzar el
sediment per fer estudi de protedmica del nucli total amb MS o estudis de Western
Blot, es procedira a la lisi dels nuclis i extraccid i quantificacié de les proteines
(Veure Seccid 3.5.2. de Material i métodes). En el cas d’utilitzar els nuclis per tal de
seguir amb un fraccionament de la cromatina espermatica, es procedira al
tractament amb NaCl 0.65 M (Veure Seccid 3.5.3.1 de Material i Métodes).

3.5.2. Lisi de nuclis d’espermatozoides, extraccio de proteines i quantificacio

Les mostres de nuclis d’espermatozoides normozoospéermics destinades a ser
visualitzades en gels d’SDS o acids (Veure Seccié 3.3.2. i 3.5.4. de Material i Metodes) per
ser després analitzades per MS (Veure Seccié 3.5.5. de Material i Métodes) o bé per
experiments de Western Blot (Veure Seccié 3.6.1. de Material i Métodes), van ser
primerament sotmeses a una lisi per tal d’alliberar les proteines, les quals van ser
posteriorment extretes i quantificades. Els procediments seguits es detallen a continuacio.

I. Lisi de nuclis d’espermatozoides i extraccié de les proteines:

Els nuclis purificats d’espermatozoides (Veure Seccié 3.5.1. de Material i Metodes)
es lisaran en presencia del Medi de Lisi descrit en un treball previ del nostre grup
(Martinez-Heredia et al., 2006). Aquest Medi de Lisi esta format per Urea 7 M, Tiourea
2 M, CHAPS 1% (p/v) , N-octilglucopiranoxid 1 % (p/v), DTT 18 mM i PMSF 2,4 uM. Es
pot preparar una solucié stock de Medi de Lisi que es pot conservar a -20 °C. Aquesta
solucié stock pot contenir tots els components del Medi de Lisi exceptuant el DTT i el
PMSF, els quals s’han d’afegir en el moment de I'Us (ja que es degraden en preséencia
perllongada d’aigua).

Per preparar 10 ml de Solucid Stock de Medi de Lisi:

4,2 g Urea

1,52 g Tiourea (Merck KGaA)

0,1 g CHAPS (Bio-Rad Laboratories Ltd)

0,1 g N-octilglucopiranoxid (Sigma-Aldrich)
Quantitat suficient d’aigua miliQ per arribar a 10 ml

En el moment de I'Us, descongelar la solucié stock del Medi de Lisi necessaria i
incorporar el DTT i el PMSF.

Per preparar 1 ml de Medi de Lisi:

958 ul de Solucié Stock de Medi de Lisi
18 pl de DTT 1M

24 ul de PMSF 100 mM
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Una vegada preparat el Medi de Lisi, procedir de la seglient manera:

Resuspendre els nuclis d’espermatozoides aillats amb la quantitat suficient de medi
de lisi per tal d’obtenir una concentracié final aproximadament de 2300-2500 x 10°
nuclis/ml.

NOTA: és important tenir una concentracio elevada de nuclis per a que la solucié de
proteines que s’obtingui després de la lisi estigui dintre dels limits de deteccio del
meétode de quantificacio.

Incubar durant 1 h a temperatura ambient i agitacié constant, per permetre la lisi
dels nuclis.

Centrifugar a 3000 g durant 5 min a 4 °C. El sobrenedant contindra les proteines
solubles al medi de lisi i el sediment les insolubles (majoritariament protamines)
juntament amb el DNA i restes cel-lulars dels nuclis. Transferir el sobrenedant a un
tub nou i guardar les dues fraccions.

NOTA: es poden conservar les dues fraccions de proteines directament a -20 °C i
continuar els passos seglients més endavant. No obstant, es recomana conservar el
sediment en solucié o processar-lo directament, ja que la resuspensio després de la
congelacio és dificil.

Precipitar les proteines del sobrenedant afegint la quantitat necessaria d’Acetona
100 % freda (conservada a -20 °C) per tal de tenir una concentracié final del 80%
(v/v). Incubar durant un minim de 10 min a -20 °C. Centrifugar a 17530 g durant 10
min a 4 °C i descartar el sobrenedant per decantacid. Deixar assecar els tubs uns
minuts a RT. Diluir les proteines (es trobaran per les parets del tub) amb el tampd de
mostra adequat per a la electroforesi que es vulgui dur a terme (Veure secci6 3.3.2. i
3.5.4. de Material i Métodes).

NOTA: abans de fer la precipitacio amb Acetona 80% freda, separar una aliquota
representativa del sobrenedant i precipitar-la a part. Aquesta aliquota s’usara per
fer la quantificacio (Veure I'apartat segiient “Quantificacio de les proteines utilitzant
el meétode del Bradford”).

Diluir les proteines del sediment amb la solucié formada per EDTA 20 mM, PMSF 1
mM i Tris-HCI 100 mM (pH8). Procedir igual que al protocol d’Extraccid de proteines
basiques de I'espermatozoide huma (Veure Seccié 3.3.1 de Material i Metodes) a
partir de la incorporacié de la solucié desnaturalitzant formada per GuHCI 6 M i DTT
575 mM, per tal de separar el DNA i extreure les proteines. Diluir les proteines amb
el tampo de mostra adequat per a la electroforesi que es vulgui dur a terme (Veure
secci6 3.3.2. i 3.5.4. de Material i Métodes).

NOTA: Després del tractament amb HCl 0,5 M (Veure Seccié 3.3.1. de Material i
Metodes), separar una aliquota representativa de la mostra, precipitar-la a part
amb TCA 20 % i sequir amb el procediment normal. Aquesta aliquota s’usara per fer
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la quantificacio (Veure I'apartat segiient “Quantificacio de les proteines utilitzant el
meétode del Bradford”).

Quantificacio de les proteines utilitzant el métode del Bradford:

La quantitat de proteines presents al sobrenedant i sediment de la lisi de nuclis

espermatics es va dur a terme amb el producte comercial Quick Start Bradford Protein
Assay (Bio-Rad Laboratories Ltd). Es tracta d’una reaccié colorimeétrica, el procediment

de la qual va ser el seglient:

Preparar una série d’estandards amb diferents concentracions de serum d’albdmina
bovina (BSA, Bio-Rad Laboratories Ltd.) per tal d’elaborar una recta de regressié.
NOTA: La serie d’estandards variara depenent de la mostra amb la que es treballa.
La que es va fer servir per quantificar proteines dels nuclis es detalla a la Taula 3.3.

Taula 3.3. Serie d’estandards preparats per la quantificacié de proteines d’una
mostra de nuclis espermatics.

pl medi de la

pl Aigua Concentracio final
. ul BSA 2 e mostra .
Estandard miliQ (fins . L. de I'estandard
mg/ml (ex: Medi de Lisi o
40 pl) ) (ng/w)
Aigua)

1 0 40 10 0

2 1,5 38,5 10 0,06

3 2,5 37,5 10 0,1

4 5 35 10 0,2

5 7,5 32,5 10 0,3

6 10 30 10 0,4

7 12,5 27,5 10 0,5

Diluir la mostra en un volum final de 10 ul de medi i afegir 40 pl d’aigua miliQ. El
volum final de les mostres i els estandards ha de ser 50 pl.

NOTA: el medi en el qual es dilueix la mostra pot ser Medi de Lisi, aigua o qualsevol
altre que sigui compatible amb el reactiu Bradford. La llista de compatibilitats dels
reactius es troba indicada en les instruccions comercials de I’assaig.

Afegir a cada mostra i estandard 950 ul del reactiu Bradford.
NOTA: Treure el reactiu Bradford de la nevera uns minuts abans i deixar a
temperatura ambient.

Esperar 5 min a RT i mesurar I'absorbancia amb la opcié especifica del Bradford que
té el NanoDrop ND-1000 (NanoDrop Products, Wilmington, Delaware, USA).



3. Material i métodes

= Calcular la quantitat de proteines de cada mostra a partir de la recta estandard i
tenint en compte que el volum de la mostra és de 50 pl.

La quantificacié exacta d’extractes proteics de nuclis d’espermatozoides és una tasca
dificil, degut a les caracteristiques peculiars de les protamines. Es necessari poder disposar
d’una gran quantitat de proteina inicial per tal d’obtenir uns valors de quantificacié exactes
i fiables. Perd aixd no és sempre possible, ja que moltes vegades partim de quantitats
limitades de cel-lules. Per aquest motiu, durant el desenvolupament d’aquesta tesi es va
intentar establir la quantitat mitjana de proteina (tant la soluble en el Medi de Lisi com la
insoluble) present en un nucli espermatic, per tal d’utilitzar aquests valors per realitzar la
guantificacié de proteines nuclears. Es va efectuar la quantificacié de proteines amb el
meétode del Bradford d’una serie de mostres abundants en nuclis aillats i es va calcular el
promig. Els valors obtinguts es mostren a la Taula 3.4.

Taula 3.4. Picograms de proteina / nucli d’espermatozoide normozoospérmic

, .. Promi
Fraccio proteica . .. . & . o
Picograms proteina/nucli espermatozoide normozoospérmic
Sobrenedant Lisi 0,398
Sediment Lisi 2,203

3.5.3. Fraccionament de la cromatina espermatica i extraccio de proteines

Amb I'objectiu d’obtenir dues fraccions diferents de la cromatina espermatica per tal
de ser analitzades per MS, es va realitzar el fraccionament de la cromatina seguint dos
metodes diferents: el metode del NaCl 0,65 M i el metode de la Nucleasa Micrococal. En
ambdds casos el protocol que es va seguir esta basat en una publicacions anteriors
(Gardiner-Garden et al., 1998; Zalenskaya et al., 2000; Wykes and Krawetz, 2003; Arpanahi
et al., 2009) pero adaptant alguns passos i incloent modificacions. Els fraccionaments es
van dur a terme en mostres de semen de pacients normozoospérmics pre-tractades per
eliminar la preséncia de cel-lules contaminants (Veure Seccid 3.2. de Material i Métodes).
Els procediments detallats es troben descrits a continuacié, com també a les figures 3.8.
(métode del NaCl 0,65 M) i 3.9. (metode de la Nucleasa Micrococal).

3.5.3.1. Fraccionament amb NaCl 0,65 M

El tractament sali amb NaCl 0,65 M permet la dissociacid de les histones (i altres
proteines nuclears) del DNA. Els passos seguits son els seglients (Figura 3.8):
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o
Nuclis aillats (
NaCl 0,65 M
v Centrifugacio
0o
l (sediment) (sobrenedant) 'LOO
Protamines, proteines no extretesi DNA Histones i altres proteines extretes

1{2 aliquotes) \

Extraccio proteica amb HCI 0,5M
Comprovacié

fraccionament correcte:

Digestio del DNA amb enzims |
de restriccid (EcoRl /BamHlI) {
X Proteines Fraccid Proteines Fraccio
- Centrifugacio Insoluble de la Soluble de la
" l (sobrenedant) cromatina cromatina
(FI) (FS)
Fraccio de DNA alliberada v v
v Analisi per electroforesi acida i d’SDS
v

Sequienciacio del DNA

. Identificacié proteica amb LC-MS/MS
(Deep genome sequencing)

v v v
Analisi de les seqiiéncies i Distribucio del proteoma en les fraccions
comparacié amb estudis FIiFS de la cromatina espermatica
anteriors

Figura 3.8. Procediment del fraccionament de la cromatina espermatica amb NaCl 0,65 M.
Esquema dels passos seguits per obtenir dues fraccions (FS i FI) de proteines de la cromatina
espermatica i representacio de I'estat de la cromatina en els diferents passos.

» Partir d’un minim de 200 x 10° de nuclis aillats de mostres normozoospérmiques
purificades (Veure Seccidé 3.5.1. de Material i Metodes) per tal d’extreure suficient
guantitat de proteina per analitzar-la per MS.

= Dividir la mostra de nuclis aillats en tants tubs com siguin necessaris per tal de tenir
100 x 10° de nuclis per tub.

= Diluir els nuclis en 1 ml/tub d’una solucié formada per NaCl 0,65 M, EDTA 1 mM,
Tris-HCI (pH8) 10 mM, PMSF 0,1 mM i digitonina 0,05% (p/v).
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Per preparar 5 ml de solucid de NaCl 0,65 M:

3250 ul NaCl1 M

10 ul EDTAOQ,5 M

50 pl Tris-HCI (pH8) 1 M

5 pl de PMSF 100 mM (diluit en isopropanol i conservat a -20 °C)
0,0025 g digitonina

1685 pl Aigua miliQ

Incubar durant 15 min en gel. Anar agitant els tubs cada pocs minuts.

Centrifugar a 3000 g durant 2 min a 4 °C. Decantar el sobrenedant en un tub nou.
Conservar sobrenedant i sediment.

NOTA: El sobrenedant conté les histones i altres proteines extretes amb el
tractament sali i forma I'anomenada Fraccié Soluble (FS), el sediment, en canvi,
conté les protamines i altres proteines no extretes amb el tractament sali i forma
I’'anomenada Fraccid Insoluble (Fl). Després de la centrifugacio és possible que el
sediment estigui poc consistent i es mescli amb restes de sobrenedant que queden al
tub després de la decantacid. En aquests casos, tornar a centrifugar el sediment a
3000 g durant 2 min a 4 °Ci treure el sobrenedant amb pipeta i descartar-lo.

Precipitar les proteines presents a la FS (sobrenedant) amb TCA 20% (v/v) i procedir
amb els passos posteriors indicats a la seccié 3.3.1. Extraccio de proteines nuclears
basiques de I'espermatozoide de Materials i Méetodes, fins obtenir la proteina seca.
Diluir part de I'extracte proteic obtingut en tampd de mostra acid per analitzar-lo
per electroforesi acida (Veure Seccié 3.3.2. de Material i Métodes) i part en tampod
de mostra d’SDS per analitzar-lo per electroforesi d’SDS (Veure Seccié 3.5.4. de
Material i Metodes).

Precipitar les proteines presents a la Fl (sediment) amb etanol absolut fred (-20 °C) i
procedir amb els passos posteriors indicats a la seccié 3.3.1. Extraccid de proteines
nuclears basiques de I'espermatozoide de Materials i Métodes, fins obtenir la
proteina seca. Diluir part de I'extracte proteic obtingut en tampd de mostra acid per
analitzar-lo per electroforesi acida (Veure Seccié 3.3.2. de Material i Métodes) i part
en tampd de mostra d’SDS per analitzar-lo per electroforesi d’SDS (Veure Seccid
3.5.4. de Material i Métodes).

NOTA: Per tal de confirmar el correcte fraccionament de la cromatina espermatica
abans de procedir amb I'analisi per MS, part d’aquest sediment es va utilitzar per
fraccionar el DNA, seqlienciar els gens presents en cadascuna de les fraccions i
comparar els resultats amb estudis anteriors (Arpanahi et al., 2009; Hammoud et al.,
2009). Aquests resultats es troben a la tesi del Dr. Rubén Azpiazu (Distribucio
diferencial de gens en la cromatina espermatica i deteccid de proteines presents en
una abundancia alterada en pacients infeértils. Juny 2014, Facultat de Medicina,
Universitat de Barcelona). Resumidament, el procediment es va basar en una
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publicacio anterior (Wykes and Krawetz, 2003) i va constar en digerir el sediment
amb els enzims de restriccié Eco Rl i Bam HI (100 U/100 x 10° nuclis de cadascun). E/
DNA de les dues fraccions resultants es va incubar amb 200 ug/ml de Proteinasa K
(Promega, Madison, Wisconsin, USA) a 55 °C O/N , i es va extreure amb fenol-
cloroform i es va precipitar amb etanol. Seguidament es va procedir a la
seqlienciacio per Deep Genome Sequencing a la Unitat de Ultraseqliienciacio de
I'Institut d’Investigacions Biomédiques August Pi i Sunyer (IDIBAPS). Els resultats van
ser analitzats per la bioinformatica Dra. Tanya Vavouri de I'Institut de Medicina
Predictiva i Personalitzada del Cancer (IMPPC).

3.5.3.2. Fraccionament amb Nucleasa Micrococal

La Nucleasa Micrococal (NM) és un enzim que digereix el DNA, tant de doble cadena
com de cadena simple, amb preferencia per les regions riques en AU i AT, de manera que
permet I'alliberacié dels nucleosomes. Els passos seguits son els seglients (Figura 3.9):

* Partir d’un minim de 250 x 10° d’espermatozoides de mostres normozoospérmiques
purificades (Veure Seccié 3.2. de Material i Métodes) per tal d’extreure suficient
guantitat de proteina per analitzar-la per MS.

= Diluir els espermatozoides purificats en 1 ml de PBS complementat amb PMSF 0,5
mM. Centrifugar a 2000 g durant 5 min a 4 °C. Descartar el sobrenedant.

Per preparar 1 ml de solucid de PBS-PMSF 0,5 mM:
995 ul PBS
5 ul de PMSF 100 mM (diluit en isopropanol i conservat a -20 °C)

= Permeabilitzar els espermatozoides diluint el sediment en 1 ml de PBS-Trité X-100

0,5% (v/v), PMSF 0,5 mM i SDS 1% (v/v). Barrejar amb vortex i incubar en gel durant
20 min. Centrifugar a 2000 g durant 5 min a 4 °C. Descartar el sobrenedant.
NOTA: el sediment obtingut es pot diluir en 1 ml de PBS per tal de controlar la
quantitat d’espermatozoides recuperada amb la cambra Makler i el microscopi
optic. El numero d’espermatozoides sera important per tal de calcular la quantitat
de NM que utilitzarem en la digestio.

Per preparar 1 ml de solucid de PBS-Trité X-100 0,5%, PMSF 0,5 mM i SDS 1%:
990 pl PBS-Trité X-100 0,5%

5 ul de PMSF 100 mM (diluit en isopropanol i conservat a -20 °C)

5 ul SDS 20 % (Bio-Rad Laboratories Ltd)

= Diluir el sediment en 1 ml de PBS, PMSF 0,5 mM i DTT 10 mM. Incubar en el bany a
37 °C durant 5 min amb agitacioé suau. Centrifugar a 2000 g durant 5 min a 4 °C.
Descartar sobrenedant i repetir aquest pas dues vegades addicionals.
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NOTA: Aquesta incubacio és d’utilitat per tal de descartar aquelles proteines que
s’extreuen per I’accié de la temperatura i que podrien alterar els resultats del nostre
experiment. Es pot conservar el sobrenedant obtingut en la primera incubacio i
visualitzar-lo en un gel d’electroforesi per tal de veure les proteines extretes.

Per preparar 1 ml de solucid de PBS, PMSF 0,5 mM i DTT 10 mM:
985 ul PBS-Trit6 X-100 0,5%

5 ul de PMSF 100 mM (diluit en isopropanol i conservat a -20 °C)
10 ul DTT 1M

Diluir el sediment en 1 ml de PBS, PMSF 0,5 mM i DTT 10 mM i separar en dos
aliquotes de 500 pl. Una de les aliquotes es fara servir com a control de la digestid,
per tant, s’incorporaran tots els reactius exceptuant la NM i es faran tots els passos
iguals que amb la segona aliquota. Afegir als dos tubs 500 ul de PBS, PMSF 0,5 mM i
DTT 10 mM per arribar a un volum final de 1 ml.

NOTA: les proteines que siguin extretes del control no correspondran a aquelles
proteines extretes per I'accié de la NM, per tant, també seran analitzades per MS
per tal d’eliminar-les del llistat de proteines que s’identifiqui en aquest experiment.

Incubar els tubs en el bany a 37 °C durant 2 min amb agitacié suau. Afegir a cada tub
CaCl; 0,06 mM (31 ul de CaCl, 20 mM preparat a partir de CaCl,, Merck) i 0,07 U NM
(Sigma-Aldrich) per cada mili6 d’espermatozoide que hi hagi al tub (al control
posarem el mateix volum d’aigua). Incubar en el bany a 37 °C durant 5 min amb
agitacio suau.

NOTA: S’incorpora CaCl, ja que la NM necessita ions divalents per donar lloc a la
reaccio.

Parar la reaccié addicionant EDTA 5 mM (10 ul EDTA 0,5 M) als tubs i incubant en el
bany a 37 °C durant 5 min amb agitacid suau.

Centrifugar els tubs a 5000 g durant 10 min a 4 °C i decantar el sobrenedant a un
tub nou. Conservar sobrenedant i sediment.

NOTA: El sobrenedant conté les histones i altres proteines extretes unides al DNA
corresponent als nucleosomes i forma [I‘anomenat Sobrenedant de la NM
(Micrococcal Nuclease Supernatant, MNS), el sediment, en canvi, conté les
protamines i altres proteines no extretes i unides al DNA corresponent als toroides i
forma I'anomenat Pellet de la NM (Micrococcal Nuclease Pellet, MINP).

Extreure les proteines presents al MNS (sobrenedant) amb HCI 0,5 M i procedir amb
els passos posteriors indicats a la seccié 3.3.1. Extraccid de proteines nuclears
basiques de I'espermatozoide de Materials i Métodes, fins obtenir la proteina seca.
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Figura 3.9. Procediment del fraccionament de la cromatina espermatica amb Nucleasa
Micrococal. Esquema dels passos seguits per obtenir dues fraccions (MNP i MNS) de proteines
de la cromatina espermatica i representacio de I’estat de la cromatina en els diferents passos.

Diluir part de I'extracte proteic obtingut en tampd de mostra acid per analitzar-lo
per electroforesi acida (Veure Seccidé 3.3.2. de Material i Métodes) i part en tampd
de mostra d’SDS per analitzar-lo per electroforesi d’SDS (Veure Seccié 3.5.4. de
Material i Méetodes).

NOTA: Per tal de confirmar el correcte fraccionament de la cromatina espermatica
abans de procedir amb I’analisi per MS, part d’aquest sobrenedant es va utilitzar per
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fraccionar el DNA, seqiienciar els gens presents en cadascuna de les fraccions i
comparar els resultats amb estudis anteriors (Arpanahi et al., 2009; Hammoud et al.,
2009). Aquests resultats es troben a la tesi del Dr. Rubén Azpiazu (Distribucio
diferencial de gens en la cromatina espermatica i deteccid de proteines presents en
una abundancia alterada en pacients infértils. Juny 2014, Facultat de Medicina,
Universitat de Barcelona). Resumidament, el procediment es va basar en una
publicacié anterior (Nazarov et al., 2008) i va constar en incubar amb 200 ug/ml de
Proteinasa K a 55 °C O/N, extreure el DNA amb fenol-cloroform i precipitar-lo amb
etanol. El DNA obtingut es va analitzar en electroforesis amb gel d’agarosa 1,5%. Les
bandes obtingudes es van tallar i el DNA es va extreure amb Qiaex Il Gel Extraction
Kit (Qiagen GmDH) seguint les indicacions del fabricant. Sequidament es va procedir
a la seqlienciacio per Deep Genome Sequencing a la Unitat de Ultraseqiienciacio de
I'IDIBAPS. Els resultats van ser analitzats per la bioinformatica Dra. Tanya Vavouri de
I'IMPPC.

Extreure les proteines presents al MNP (sediment) diluint el sediment en una solucio
d’EDTA 20 mM, PMSF 1 mM i Tris-HCl 100 mM (pH8) i incorporant un volum de
GuHCI 6M — DTT 575 mM, tal i com s’indica a la seccié 3.3.1. Extraccid de proteines
nuclears basiques de I'espermatozoide de Materials i Metodes. Procedir amb els
passos descrits a la seccié indicada fins obtenir la proteina seca. Diluir part de
I'extracte proteic obtingut en tampd de mostra acid per analitzar-lo per
electroforesi acida (Veure Seccié 3.3.2. de Material i Métodes) i part en tampd de
mostra d’SDS per analitzar-lo per electroforesi d’SDS (Veure Seccié 3.5.4. de
Material i Metodes).

3.5.4. Separacio de proteines espermatiques per electroforesi d’SDS

L’electroforesi en gels de poliacrilamida d’SDS o SDS-PAGE (SDS-Polyacrylamide gel

electrophoresis) és una forma convencional de separacié i visualitzacié de proteines. El gel

necessari consta de dues parts: el gel preparador a la part de dalt, que prepara les

proteines per a que es separin de forma adequada, i el gel separador a la part de baix, amb

un pH superior que permet la separacio de les proteines segons el pes molecular.

El procediment es detalla a continuacio:

. Preparacié del gel:

Preparar la solucio del gel preparador de 12% d’acrilamida en preséncia de Tris
0,375 M (pH8) i SDS 0,1%. Posar els diferents components en el segiient ordre:

Per preparar 15 ml de solucid (suficient per 2 gels):
6 ml 30% Acrilamida - Bisacrilamida (29:1) (Bio-Rad)
3,75 ml 1,5M Tris-HCI (pH8) —0,4% SDS

5,25 ml Aigua mili Q
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= Desgassificar la solucié durant 10-15 min.
= Afegir els agents gelificants a la solucié anterior poc a poc i sense bombolles.

Agents gelificants:
12,5 ul TEMED
55 pl persulfat amonic (PSA) 10% (p/v)

= Posar la solucié del gel preparador amb cura i sense fer bombolles entre dos vidres
gue han estat préviament rentats amb etanol. Omplir fins a 0,5 mm per sota del
nivell on estarien els pouets.

= Afegir immediatament 2-butanol saturat en aigua a sobre de la solucié del gel
separador.
NOTA: El 2-butanol permet que el gel s’anivelli a la part de dalt i gelidifiqui de forma
recta.

Per preparar 50 ml de 2-butanol saturat en gigua:
25 ml 2-butanol (Merck KGaA)
25 ml Aigua miliQ

= Deixar gelificar la solucié durant minim 1 hora.

= Preparar la solucié del gel preparador de 3,9% d’acrilamida en preséncia de Tris
0,375 M (pH 6,8) i SDS 1%. Posar els diferents components en el seglient ordre:

Per preparar 5 ml de solucid (suficient per 2 gels):

0,65 ml 30% Acrilamida - Bisacrilamida (29:1) (Bio-Rad Laboratories Ltd)
1,25 ml 0,5 M Tris-HCI (pH6,8) — 0,4% SDS

3,05 ml Aigua mili Q

= Desgassificar la solucié durant 10-15 min.
= Afegir els agents gelificants a la solucid anterior poc a poc i sense bombolles.

Agents gelificants:
7,5 ul TEMED
30 pul PSA 10% (p/v)

= Treure el 2-butanol del gel preparador i rentar els gels amb aigua sota I'aixeta.
Assecar i posar la solucid del gel separador amb cura i sense fer bombolles sobre el
gel preparador. Col-locar immediatament una pinta, amb cura i sense fer bombolles.

= Deixar gelificar la solucié durant minim 3 hores. Conservar a 4 °C, minim 24 h.

= Treure la pinta i rentar els pouets amb aigua destil-lada sota I'aixeta.
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[I. Preparacid de les mostres:

» Diluir els extractes proteics en Tampd de Mostra d’SDS que conté SDS 2,2% (p/v),
Glicerol 5% (v/v), Tris-HCI (pH 6,8) 60 mM, DTT 0,1 M i blau de bromofenol.

Per preparar 1 ml de Tampd de Mostra d’SDS:

22 mg SDS (Calbiochem, EMD Biosciences, Inc, La Jolla, California, USA)
50 pl Glicerol

40 pl Tris-HCI (pH 6,8) 0,5 M (Bio-Rad Laboratories Ltd)

15,42 mg DTT

Quantitat suficient d’aigua miliQ per arribar a 1 ml

Quantitat suficient de blau de bromofenol (Sigma-Aldrich) per a que sigui visible
(s’ha de posar molt poc)

= Pre-escalfar les mostres a 90 °C durant 5-10 min abans de carregar-les al gel.
= Posar les mostres en gel immediatament després de la incubacio.
lll. Electroforesi:
= Omplir la cubeta d’electroforesi amb tampé d’electroforesi d’SDS o TGS 1X. Aquest

tampd es prepara a partir d’'una solucié de TGS 10X i es conserva a 4 °C.

Per preparar 1 L de tampd d’electroforesi d’SDS o TGS 10X (conservar a 4 °C):
30 g Tris

144 g Glicina (Sigma-Aldrich)

10 g SDS

Quantitat suficient d’aigua miliQ per arribara 1 L

= Carregar les mostres diluides en Tampd de Mostra d’SDS i pre-escalfades en els gels.

= |niciar la electroforesi a 5-10 mA/gel fins que les mostres arribin al inici del gel
separador. Després augmentar a 20-30 mA/gel fins al final de la electroforesi.
NOTA: com més baixos siguin el voltatge i la temperatura, major sera la resolucio de
les bandes al gel.

IV. Tincié dels gels:

En aquesta tesi els gels d’SDS es van tenyir amb EzBlue™ o amb la tincié fluorescent
de Flamingo™. La tincié amb EzBlue™ es troba detallada a la Seccié 3.3.2. de Material
i Metodes i es va fer servir principalment per fer comprovacions. La tincid de
Flamingo™ es va fer servir en aquells gels que anaven destinats a ser analitzats per MS,
ja que I’'EzBlue™ pot presentar interferéncies. A més a més, la tincié de Flamingo™ és
fluorescent i més sensible, per tant és capac¢ de detectar quantitats menors de
proteina. Aquesta tincié es va dur a terme tal i com es detalla a continuacio:
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= Fixar els gels amb una solucié d’Etanol 40% (v/v) i Acid acétic 10 (v/v) durant minim
1h.

= Tenyir els gels amb la solucid FlamingoTMfluorescent gel stain (Bio-Rad Laboratories
Ltd) durant 3-8 h.

= Deixar els gels en contacte amb aigua miliQ.

3.5.5. Identificacio de proteines per espectrometria de masses

La identificacié de les proteines es va dur a terme mitjancant cromatografia liquida
seguida d’espectrometria de masses en tandem (LC-MS/MS). Per tal de preparar les
proteines per la seva identificacié, primerament es van escindir la totalitat dels carrils dels
gels acids i d’SDS on es trobaven les proteines d’interés en bandes d’aproximadament 1
mm d’amplada (Figura 3.10). Posteriorment, la LC-MS/MS i la interpretacid de les dades de
MS es van dur a terme a la Unitat de Proteomica dels CCiTUB. Els procediment que van
seguir a la Unitat de Protedmica es troben explicats breument a continuacio:

l. LC-MS/MS:

= Les bandes escindides dels gels acids i d’SDS van ser independentment digerides
amb 100-150 ng de tripsina (Promega) a 37 °C O/N, seguint les indicacions del
fabricant.

= Els péptids obtinguts van ser separats per nano cromatografia liquida (nLC) utilitzant
una Proxeon EASY-nLC (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachussets, USA)
amb una velocitat de flux de 500 nL/min. Es va fer servir una columna trampa EASY
C18 (5 um, 120 A, 75 pum de diametre intern i 2 cm de llargada) i una columna
analitica EASY C18 (3 um, 120 A, 75 um de diametre intern i 10 cm de llargada). Es
va utilitzar el solvent B (97% d’acetonitril i 0,1% d’acid formic) i el solvent A (3%
d’acetonitril i 0,1% d’acid formic) per dur a terme un gradient linear de solvent B
5%-40% durant 35 min i 40-100% durant 5 min.

= |’analisi amb MS en tandem (MS/MS) es va realitzar amb I'aparell LTQ Orbitrap
Velos (Thermo Fisher Scientific) amb una font d’ions de nanoelectropulveritzacié
amb seleccié de precursors d’ions a I'Orbitrap, a 30000 de resolucié. Es van
seleccionar els 10 precursors d’ions més intensos, amb una energia de col-lisié de 35
en el mode d’ions positiu. L’adquisicié de les dades de MS/MS va ser completada
amb Xcalibur 2.1 (Thermo Fisher Scientific).



3. Material i métodes

--__' :".’ﬁ l\‘
,‘ (! ] ‘ _\‘ “‘;
ot o A N i
= =
- 4 | —4
] =
— - &= Control
‘-" ' Figura 3.10. Representaci6 esquematica de
— bandes escindides en un gel d’SDS pel posterior
pre=—y == analisi amb LC-MS/MS. Exemple de dos carrils
d’un gel d’SDS escindits en bandes d’l mm
d’amplada aproximadament. També s’escindeix
una banda d’una part del gel sense proteina per
fer un control de proteines contaminants.

. Interpretacio de les dades de MS:

Les dades de MS/MS van ser processades utilitzant el programa Proteome
Discoverer versio 1.3.0.339 (Thermo Fisher Scientific) i es van enviar a la base de
dades in-house UniProtKB/Swiss-Prot per Homo sapiens publicada al desembre del
2010 (amb 20.247 entrades) utilitzant el programa SEQUEST versié 28.0 (Thermo
Fisher Scientific).

Per realitzar la cerca es van utilitzar els seglients parametres: un maxim de dues
divisions perdudes per la tripsina, carbamidometilacié com a modificacié fixa dels
peptids, oxidacid de metionines com a modificacié variable dels péptids, una
tolerancia de massa del péptid de 25 ppm i una tolerancia dels fragments dels ions

de 0,8 Da.

Els criteris d’inclusid seguits per acceptar una identificacié van incloure el Min Xcorr
(1,6 per 2+, 1,9 per 3+, 2 per 4+, 2,5 per 5+ i 2,75 per 6+), un FDR de 0,05 i una
identificacié minima de 2 péptids per proteina, un dels quals havia de ser Unic.
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3.5.6. Analisi de les proteines espermatiques identificades

Per tal d’obtenir informacid i estudiar els proteomes obtinguts a partir de nuclis o
subfraccions de nuclis, d’espermatozoides humans, les proteines identificades per LC-
MS/MS van ser analitzades de dues maneres diferents: manualment amb la informacid
disponible a la base de dades UniProt KB/Swiss-Prot i amb I'Us de les eines
bioinformatiques DAVID v6.7 i GOminer.

[. Analisi manual amb UniProt KB/Swiss-Prot:

A partir del codi d’accés UniProt KB que ens va proporcionar la Unitat de Proteomica
dels CCiTUB per cadascuna de les proteines identificades, es va procedir a fer una cerca
manual i individualitzada de la informacié disponible a la mateixa base de dades
accessible de forma gratuita a Internet, la UniProt KB/Swiss-Prot de I'ExPASy.

Es va recollir per a cada proteina informacié referent a la seva localitzacié cel-lular,
expressio en teixits i la (o les) funcid(ns) bioldgica(ques) descrites.

Il. Analisi amb DAVID v6.7 0 GOminer:

Després de realitzar un primer analisi manual de les proteines identificades, es va
procedir a un segon analisi utilitzant les eines bioinformatiques disponibles
gratuitament a Internet DAVID v6.7 (Database for Annotation, Visualisation and
Integrated Discovery; http://david.abcc.ncifcrf.gov/) (Huang et al., 2009a; 2009b) i
GOminer (http://discover.nci.nih.gov/gominer/index.jsp) (Zeeberg et al., 2003).

Aquestes eines ens van permetre identificar els termes de Gene Ontology (GO)
relacionats amb Celullar Component (CC) i Biological Process (BP) que es trobaven
sobrerepresentats en els nostres llistats de proteines.

En ambdds casos, la significanca de I'analisi d’enriquiment va ser calculada pel
programa a partir d’un EASE Score, el qual correspon a un one-tail Fisher Exact P-value.
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3.6. Determinacio de I'expressio de proteines a I’espermatozoide

L'estudi concret de I'expressio de proteines a I'espermatozoide seleccionades a partir
dels proteomes obtinguts en aquesta tesi es va dur a terme a partir d’estudis amb
anticossos, el que va incloure analisis per Western blot i per immunofluorescencia.

3.6.1. Western blot

Els analisis per Western blot es van efectuar per determinar I'expressié de dues
nucleoproteines concretes: la proteina SET (SET/I2PP2A) i la histona H2A.X (H2A.X). Es van
utilitzar extractes proteics corresponents a nuclis d’espermatozoides (Veure Seccié 3.5.2.
de Material i Meétodes) i a les fraccions FS i FI de la cromatina espermatica (Veure Seccié
3.5.3.1. de Material i Metodes) obtinguts a partir de mostres independents
d’espermatozoides normozoospérmics purificats (Veure Seccid 3.2. de Material i Métodes).

Una quantitat aproximada de 35 pg dels diferents extractes proteics va ser
primerament separada per electroforesi d’SDS (Veure Seccié 3.5.4. de Material i Métodes) i
seguidament es va iniciar el procediment del Western blot:

I. Preparacio:

Manipular tot amb pinces i tenir totes les solucions fredes.

= Preparar amb anterioritat el tampé de transferéncia constituit per Tris 25 mM,
Glicina 0,2 M i Metanol 15% (v/v) i conservar a 4 °C fins al moment de I'Us.

Per preparar 2 L de tampd de transferéncia (conservar a 4 °C):
6,06 g Tris

30,03 g Glicina

300 ml Metanol

Quantitat suficient d’aigua miliQ per arribara 2 L

= Preparar una membrana de nitrocelulosa (NYTRAN Plus, Shcleicher & Schuell
BioScience GmbH, Dassel, Alemanya), de la mida adequada pel nostre gel,
humitejant-la amb metanol durant 1 min en agitacié. Hidratar la membrana amb
aigua miliQ, en agitacid, i seguidament humitejar-la amb tampd de transferéncia
durant 10-15 min.

= Tallar 4 papers Whatman (Whatman International Ltd, Maidstone, Regne Unit) de la
mida adequada pel nostre gel i humitejar-los amb tampd de transferéencia fins al
moment de I'Us.
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Humitejar 2 coixinets o blotting pads (Bio-Rad Laboratories Ltd) amb tampd de
transferencia fins al moment de I'Us.

Agafar el gel després de la electroforesi d’SDS (sense fer la tincid) i humitejar-lo amb
tampo de transferencia fins al moment de I'Us.

. Transferéncia:

Col-locar els diferents components de la transferéncia, previament humitejats amb
tampod de transferencia, en el bloc de transferéncia o sandwich en el seglient ordre:

PLACA NEGRA (Pol negatiu)

1 coixinet/botting pad

2 papers Whatman

Gel (amb molta cura i vigilant la orientacié en la que es posa)
Membrana (es pot fer una marca per saber la seva orientacid)
2 papers Whatman

1 coixinet/botting pad

PLACA TRANSPARENT (Pol positiu)

Agafar una recipient i posar una mica de gel a la part de sota. Col-locar la cubeta del
sistema de Western blot a sobre, ben anivellada.

Posar el sandwich dins de la cubeta del sistema de Western blot juntament a un bloc
de gel. Omplir la cubeta amb tampd de transferencia fred i posar la tapa.

Acabar d’omplir el recipient on es troba la cubeta del sistema de Western blot amb
gel.

Iniciar la transferéncia a 100 mA durant 1 h 15 min.

Obrir el sandwich i mirar si hi ha hagut transferencia.

NOTA: Per comprovar si la transferéencia s’ha donat correctament es pot tenyir la
membrana amb tincié Ponceau. Una altra possibilitat pot ser tenyir el gel després de
la transferéncia i veure si encara hi ha proteina que no s’ha transferit.

Immuno-tincié:

Incubar la membrana amb Tris-buffered saline (TBS) 1X-Tween 20 0,1% (v/v)
(conservat a 4 °C) durant 15 min en agitacié constant.

Per preparar 1L de TBS 1X- Tween 20 0,1% (conservar a 4 °C):
100 ml TBS 10X (preparacio indicada més abaix)

5 ml Tween 20 20% (v/v) (preparat a partir de Tween 20, Sigma-Aldrich)
Quantitat suficient d’aigua miliQ per arribara 1L
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Per preparar 1L de TBS 10X (conservar a 4 °C):

24 g Tris

80 g NacCl

AjustarpHa 7,6

Quantitat suficient d’aigua miliQ per arribara 1 L

Efectuar el bloqueig de la membrana mitjancant la seva incubacié amb TBS 1X-
Tween 20 0,1% i llet desnatada 5% (p/v) (solucié de bloqueig) durant 3 h a
temperatura ambient.

NOTA: El bloqueig de la membrana és necessari per evitar unions inespecifiques de
I’anticos. El temps de bloqueig pot variar entre 1 h i O/N depenent de I’anticos i del
grau d’inespecificitat que obtinguem al final del Western blot.

Per preparar 50 ml de solucid de blogueig:
2,5 g llet desnatada en pols (Nestlé, Vevey, Suissa)
Quantitat suficient de TBS 1X-Tween 20 0,1% per arribar a 50 ml|

Esbandir la membrana dues vegades amb TBS 1X-Tween 20 0,1%.

Afegir I'anticos primari diluit en TBS 1X-Tween 20 0,1% a la dilucié adequada i
incubar O/N a 4 °C.

NOTA: La temperatura i el temps d’incubacio dependra de I'anticos que s’utilitzi. Les
dilucions dels anticossos primaris utilitzades en aquesta tesi van ser 1:500 d’anticos
anti-I2PP2A (sc-25564; Santa Cruz Biotechnology, Inc., Dallas, Texas, USA) i 1:1000
d’anticos anti-Histone H2A.X (ab11175: Abcam, Cambridge, Regne Unit). Es van
preparar entre 5 i 10 ul de cadascun, depenent de la grandaria de la membrana.

Esbandir la membrana 2 vegades amb TBS 1X- Tween 20 0,1% i rentar 3 vegades
amb TBS 1X- Tween 20 0,1% durant 10 min.

Afegir I'anticos secundari diluit en solucié de bloqueig a la dilucié adequada i
incubar durant 1 h a temperatura ambient.

NOTA: En aquesta tesi es va utilitzar I'anticos secundari Amersham™ ECL™ Anti-
Rabbit IgG, Horseadish Peroxidase-linked whole antibody (GE Healthcare Life
Science, Buckinghamhire, Regne Unit) diluit 1:2500.

Esbandir la membrana 2 vegades amb TBS 1X- Tween 20 0,1% i rentar 3 vegades
amb TBS 1X- Tween 20 0,1% durant 10 min.

Revelat:

Les membranes es van revelar directament amb el producte WesternBright™ ECL

Western Blotting Detection kit (Advansta, Melo Park, California, USA) seguint les

indicacions del fabricant.
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Les imatges es van capturar utilitzant LAS-3000 imaging system (Fuijifilm, Tokyo,
Japo).

3.6.2. Immunofluorescencia

Els analisis per immunofluorescencia es van efectuar per determinar I'expressid de la
nucleoproteina Histone demethylase PHF8 (PHF8) i la ribonucleoproteina 60S ribosomal
protein L9 (RPL9) en espermatozoides normozoospéermics purificats. El procediment seguit
es va basar en articles publicats (Amaral et al., 2007, 2013) i va ser el seglient:

» Agafar una aliquota d’uns 10 pl corresponent a 4 - 10 x 10° d’espermatozoides

purificats i dissolts en PBS i posar-la sobre un portaobjectes amb polylysine
(Polylysine-coated microscope slides; Thermo Fisher Scientific). Repartir les cél-lules
pel centre del portaobjectes amb una punta de pipeta.
NOTA: La polylysine permet que les cél-lules s’adhereixin de forma correcta al
portaobjectes. Si no es disposa de portaobjectes amb polylysine comercials, es poden
preparar tal i com es descriu a la tesi de la Dra. Sara de Mateo
(http://hdl.handle.net/10803/1141). Es recomanable preparar més portaobjectes en
cas que sigui necessari fer repeticions o optimitzacions del protocol. Un dels
portaobjectes addicionals es pot utilitzar com a control negatiu de la fluorescéncia,
en el qual no s’afegeix anticos primari.

= Realitzar la fixacié de les cel-lules submergint els portaobjectes en una solucié de
PBS amb paraformaldehid (PFA) 2% (v/v). Incubar durant 40 min a temperatura
ambient.
NOTA: la solucid de fixacio s’ha de preparar al moment.

Per preparar 50 ml de solucid de fixacio:
2,7 ml PFA (Merck KGaA)
Quantitat suficient de PBS per arribar a 50 ml

= Realitzar la permeabilitzacié de les cel-lules submergint els portaobjectes en una
solucié de PBS amb Tritd 1% (v/v). Incubar durant 20 min a temperatura ambient.
NOTA: la permeabilitzacid de les cél-lules és necessaria per permetre la penetracio
de I'anticos a les cel-lules.

Per preparar 50 ml de solucid de permeabilitzacio:
0,5 ml Trité X-100
Quantitat suficient de PBS per arribar a 50 ml

= Realitzar el bloqueig submergint els portaobjectes en una solucié de PBS amb BSA 1
mg/ml i Glicina 100 mM. Incubar un minim de 30 min a temperatura ambient.
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NOTA: Aquest pas és necessari per evitar reaccions inespecifiques, ja que el PFA pot
formar radicals que es poden unir de forma inespecifica a I’anticos. El protocol es pot
aturar en aquest pas guardant a 4 °C els portaobjectes en una caixeta amb solucio
de bloqueig fins que es pugui continuar. Tancar bé la caixeta amb parafilm per a que
no es produeixi pérdua de solucid.

Per preparar 50 ml de solucid de blogueig:

50 mg BSA (Sigma-Aldrich)

375 mg Glicina

Quantitat suficient de PBS per arribar a 50 ml

Incubar O/N a 4 °C els portaobjectes amb 100-150 pl de I'anticos primari diluit en
solucio de bloqueig. Utilitzar una cambra humida (Humid Chamber, Sigma-Aldrich) i
cobrir cada portaobjectes amb parafilm (tallat amb la mida del portaobjectes) per
assegurar que I’anticos es reparteix uniformement.

NOTA: La temperatura i el temps d’incubacio dependra de I'anticos primari que
s’utilitza. La dilucié de I'anticos primari anti-PHF8 (ab36068;, Abcam) i anti-RPL9
(HO0006133-M01; Abnova Corporation, Taipei, Taiwan) utilitzat en aquesta tesi va
ser de 1:200 i 1:100, respectivament. En el cas del control negatiu, afegir el mateix
volum de solucid de bloqueig sense cap anticos.

Rentar els portaobjectes amb una solucié de PBS amb Trité 0,1% (v/v). Incubar
durant 30 min a temperatura ambient.

Per preparar 50 ml de solucid de rentat:
50 pl Trité X-100
Quantitat suficient de PBS per arribar a 50 ml

Incubar durant 1 h a 37 °C els portaobjectes amb I’anticos secundari adequat diluit
1:200 en solucid de bloqueig. Utilitzar una cambra humida i cobrir cada
portaobjectes amb parafilm per assegurar que I'anticos es reparteix uniformement.

NOTA: L’anticos secundari utilitzat en aquesta tesi va ser Alexa Fluor® 488 goat anti-
rabbit 1gG antibody (Invitrogen™, Life Technologies, Thermo Fisher Scientific,

Paisley, UK).

Rentar els portaobjectes amb solucid6 de rentat. Incubar durant 30 min a
temperatura ambient.

Muntar els cobreobjectes sobre els portaobjectes amb el medi de muntatge
Vectashield mounting medium with DAPI (Vector Laboratories, Burlingame,
California, USA). Segellar els cobreobjectes amb pinta ungles.

NOTA: El medi de muntatge que es va utilitzar contenia DAPI per poder visualitzar
els nuclis amb fluorescéncia.

Observar els portaobjectes en el microscopi de fluorescencia.



3. Material i métodes

NOTA: En aquesta tesi es va utilitzar un microscopi BX50 (Olympus, Hamburg,
Alemanya) equipat amb tres filtres fluorescents i una camera fotografica Olympus
DP71.

3.7. Analisis estadistics

Els analisis estadistics efectuats en aquesta tesi doctoral es van realitzar amb el

programa SPSS versié 16.0 (SPSS Corp, Chicago, lllinois, USA) i es va considerar significatiu
valors de P < 0,05.

Es van utilitzar els seglients tests estadistics:

El test no paramétric de Mann-Whitney per tal de detectar diferéncies entre els
promitjos de les variables quantitatives (recompte espermatic, relacié P1/P2,
relacions protamina/DNA i dany en el DNA) entre mostres Native Samples i mostres
DGC Samples (Veure Seccions 3.1 de Material i Métodes i 4.1.1. de Resultats).
També va ser utilitzat per detectar diferencies en el dany al DNA de mostres
estratificades segons si presentaven una relacié P1/P2 baixa, mitja o elevada (Veure
Seccio 4.1.1. de Resultats).

El test no parameétric d’Spearman per tal de detectar correlacions entre el dany en el
DNA i les relacions protamina/DNA en mostres Native Samples i DGC Samples
(Veure Seccio 4.1.1. de Resultats).

El test del chi-quadrat ()(2) per avaluar la incidencia d'un dany al DNA
significativament elevat en diferents categories de mostres segons el valor de
protamina/DNA (Veure Seccié 4.1.1. de Resultats).

'estadistica aplicada per la identificacié de proteines a partir de les dades obtingudes

de l'espectrometre de masses va ser realitzada mitjancant el programa Proteome

Discoverer (versio 1.3.0.339) i es troba descrita a I'Gltim apartat de la seccié 3.5.5. de
Material i Metodes.

De la mateixa manera, I'analisi estadistic aplicat per la identificacié de termes GO

enriquits en els llistats de proteines obtinguts es van realitzar amb els programes DAVID

v6.7 i GOminer i es troben descrits a la Seccié 3.5.6. de Material i Métodes. En el cas de

I’enriquiment en el proteoma total del nucli de I'espermatozoide i en el subgrup de les

proteines identificades en la fraccié soluble de la cromatina espermatica, es van aplicar les

correccions de Benjamini i Bonferroni, respectivament (Veure Seccions 4.2.2 i 4.3 de

Resultats).
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4.1. Analisi del contingut de protamines d’espermatozoides humans

madurs i de la seva implicacié en I’estat de la cromatina espermatica.

Degut a la funcié de proteccié que exerceixen les protamines en el material genétic
patern, I'analisi de la protaminacié d’espermatozoides en pacients que presenten dificultats
reproductives és una bona eina per observar I'estat de la cromatina espermatica. Per altra
banda, la protaminacioé és considerada una forma de regulacié epigeneética i, de la mateixa
manera que les histones, podrien estar formant un codi basat en modificacions post-
traduccionals. Els resultats dels analisis duts a terme en aquesta tesi per tal de resoldre
aquests aspectes es mostren a continuacio.

4.1.1. Relacié entre els quocients P1/P2 i P/DNA amb el grau de fragmentacio

del DNA en mostres de semen de pacients infértils*

Per realitzar aquest analisi es van recol-lectar un total de 66 mostres procedents de
pacients infertils que van visitar el laboratori d’andrologia de la Queen’s University of
Belfast juntament amb les seves parelles per un problema de infertilitat encara desconegut
en aquell moment (Veure Seccid 3.1 de Material i métodes). Les mostres incloses en aquest
estudi presentaven els seglients valors promitjos (* desviacié estandard) pels diferents
parametres seminals valorats de forma rutinaria:

= Volum de l'ejaculat: 3,6 + 1,3 ml (Rang: 1-8 ml).

= Concentracid espermatica: 80,0 x 10° + 47,5 x 10° espermatozoides/ml (Rang: 7-200
x 10° espermatozoides/ml).

= Mobilitat espermatica progressiva: 54,0 + 17,1 % (Rang: 12-90%).

* Morfologia: 21,5 + 10,5 % formes normals (Rang: 0-50%formes normals)

Per a cadascuna de les mostres de semen incloses en aquest estudi (anomenades
Native Samples) es va valorar el percentatge de dany en el DNA mitjancant la técnica del
Comet. A més a més, es va procedir a I'extraccié de les protamines que es van analitzar
amb electroforesis acides, per tal d’establir les relacions P1/P2 per a cada pacient. A més a
més, també es van quantificar els continguts de P1 i P2 per separat (en pg), els quals es van
relacionar amb la quantitat de DNA (en ug) per calcular les diferents relacions de
Protamina/DNA (P1/DNA, P2/DNA i P1+P2/DNA; Taula 4.1). Es van valorar possibles

* Els resultats exposats en aquest apartat de la seccid de resultats es troben publicats a I'article Castillo,
J., Simon, L., de Mateo, S., Lewis, S., and Oliva, R. (2011). Protamine/DNA ratios and DNA damage in
native and density gradient centrifuged sperm from infertile patients. J. Androl. 32, 324-332, que es
troba a I’Annex 8.1.
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correlacions entre aquests parametres pero no es va observar cap relacio significativa entre
els nivells de protaminacié i la integritat del DNA espermatic en Native Samples (Figura 4.1).

Degut a que pacients que presenten aquestes caracteristiques cursen tractaments de
reproduccié assistida i que, a més a més, les mostres de semen sén per naturalesa
heterogenies, es va repetir I'analisi utilitzant per cadascuna de les mostres només la fraccié
espermatica destinada a técniques de RA. Aquestes fraccions es van obtenir mitjancant
gradients de Puresperm i es van anomenar Density Gradient Centrifuged Samples (DGC
Samples). Aquest procediment va permetre obtenir una seleccié d’espermatozoides que
presentava nivells de fragmentacié de DNA menors a la seva corresponent Native Sample
(Taula 4.1). A més a més, tot i que no es van observar diferéncies en la relacié P1/P2 en les
mostres abans i després de realitzar el Puresperm, les DGC Samples si que presentaven
nivells de P1, P2 i P1+P2 menors (Taula 4.1).

Taula 4.1. Efecte de la preparacié de les mostres amb Puresperm en els nivells de
protamines i dany del DNA espermatic (n=66). DS= desviacié estandard, NS= relacié no
significativa. P-value obtingut amb el test no parametric de Mann-Whitney.

Native Samples DGC Samples
P-value
Promig £ DS Rang Promig £ DS Rang
P1/P2 0,93+0,13 0,63-1,24 0,97 +0,18 0,62-1,62 NS

ug P1+P2/ug DNA  0,44%0,12  0,23-0,80 0,38+0,15  0,12-091  <0,05

ug P1/pg DNA 0,21+0,06 0,10-0,42 0,19+0,08  0,06-0,56  <0,05
ug P2/pg DNA 0,23+0,06 0,12-0,38 0,20+£0,08  0,05-0,42  <0,05
Dany DNA (%) 46,0+£19,5 11,3-82,8 33,1+20,4  0.6-77,3  <0,001

Els nivells de protamines en les fraccions utilitzades per RA van mostrar una
correlacié negativa significativa amb el percentatge de dany al DNA (P<0,05; Figura 4.1).
Aquest resultat ens va portar a estratificar els pacients en primer lloc d’acord amb les seves
relacions P/DNA, segons si presentaven valors anormalment baixos (quartil menor), valors
mitjans (quartils centrals) i valors anormalment elevats (quartil major). En segon lloc, els
pacients van ser estratificats segons el grau de dany al DNA detectat, en mostres amb baix
% de dany (<25%) i mostres amb elevat % de dany (>25%) (Figura 4.1 i Taula 4.2). D’aquesta
manera, la correlacid negativa detectada en les DGC Samples entre el dany al DNA i els
nivells de protamines va ser confirmada a través de la deteccié d’un nombre de pacients
amb elevat dany al DNA significativament major en tots els grups que presentaven
relacions P1/DNA, P2/DNA i P1+P2/DNA disminuides (quartils menors; Taula 4.2).
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Figura 4.1. Correlacié entre el dany en el DNA espermatic i el contingut de P1, P2 i
protamina total (P1+P2) en mostres de pacients infertils. Els diagrames de punts A, Bi C
corresponen a les dades obtingudes a partir de Native Samples, i els D, E i F de DGC
Samples. Les linies puntejades verticals estratifiquen les mostres segons nivells de
protamina/DNA anormalment baixos (quartil menor), mitjans (quartils centrals) i
anormalment elevats (quartil major). Les linies puntejades horitzontals estratifiquen les
mostres segons nivells de dany al DNA baixos (£25%) o elevats (>25%). Les correlacions
mostrades van resultar significatives mitjancant el test estadistic d’'Spearman.
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Taula 4.2. Correlaci6 entre el dany al DNA i les diferents categories de
Protamina/DNA establertes en les mostres de semen analitzades (n=66). NS=
relacié no significativa. P-value obtingut amb el test x°. * Quartil menor comparat
amb els quartils centrals.

N2 mostres amb dany al

Quartils
Protamina/DNA DNA P-value
>25% <25%
Native samples
Menor 10 6
pg P1+P2/ug DNA Centrals 29 5 NS
Major 15 1
Menor 10 6
ug P1/ug DNA Centrals 29 5 NS
Major 15 1
Menor 10 6
pg P2/ug DNA Centrals 30 4 NS
Major 14 2
DGC samples
Menor 14 2
pg P1+P2/ug DNA Centrals 17 17 <0,05*
Major 8 8
Menor 14 2
pg P1/ug DNA Centrals 18 16 <0,05*
Major 7 9
Menor 14 2
pg P2/ug DNA Centrals 16 18 <0,05*
Major 9 7

Addicionalment, també es va dur a terme una estratificacié de les DGC Samples
segons les relacions P1/P2 seguint les mateixes condicions anteriors. En aquest cas, i a
diferencia de les respectives Native Samples, es va veure que el promig de dany al DNA que
presentaven els pacients era significativament major en espermatozoides amb relacions
P1/P2 anormalment baixes (quartil menor; 41,5% + 15,6%; n=16), comparat amb el grup
que contenien relacions P1/P2 en un nivell considerat mitja (quartils centrals; 29,9% +
20,5%; n=34; Figura 4.2).
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Figura 4.2. Dany al DNA en DGC Samples segons el nivell de P1/P2. Representacié del % de
dany al DNA espermatic en les fraccions d’espermatozoides usades per reproduccio assistida,
segons si presenten P1/P2 anormalment baixa (quartil menor), mitjana (quartils centrals) o
anormalment alta (quartil major). P-value <0,05 en P1/P2 anormalment baixa en comparacid
amb P1/P2 mitja (test de Mann-Whitney).

4.1.2. Identificacio de la preséncia de modificacions post-traduccionals en les

seqiiencies de les protamines humanes mitjangant espectrometria de masses

A partir de I'analisi amb espectrometria de masses d’un extracte proteic format per
protamines purificades (Veure Seccié 3.3.3. de Material i Métodes) i sense digestio préevia,
s’han obtingut una serie d’espectres que relacionen I'abundancia relativa dels components
detectats amb la seva corresponent relacié massa/carrega. Establint una carrega d’'1, s’ha
observat un pic (6691,5 Da) corresponent a la seqiiéncia de P1 intacta, la qual té una massa
teorica de 6691,80 Da (Figura 4.3). A més a més, s’han obtingut pics addicionals que
presentaven una incorporacié de massa respecte a la de la P1. Utilitzant la informacié
continguda a la base de dades Unimod, disponible a través d’Internet
(http://www.unimod.org/login.php?message=expired), s’ha pogut obtenir informacioé sobre
diferents PTMs i les seves masses, per aixi relacionar-les amb les incorporacions obtingudes
(establint un error de massa maxim de 200 ppm). D’aquesta manera, s’ha observat la
preséncia d’un pic corresponent a la P1 fosforilada (incorporacié aproximadament de 80
Da) i trifosforilada (incorporacié aproximadament de 240 Da; Figura 4.3 i Taula 4.3).
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Figura 4.3. Deteccid de la P1 i P1 fosforilada mitjancant espectrometria de masses. Es mostra
un espectre representatiu en el qual s’observa la deteccié de pics corresponents a la massa de
la P1 intacta i a la incorporacié de massa deguda a una fosforilacié i a una triple fosforilacid
(Error < 200 ppm).

A més a més, també s’han detectat increments de massa coincidents amb
diacetilacions combinades amb metilacions (aproximadament 98 Da; Taula 4.3).

Taula 4.3. Incorporacions de masses detectades en la seqiiencia aminoacidica de la
Protamina 1 humana corresponents a possibles modificacions post-traduccionals. Error <
200 ppm.

Protamina 1: 6691.80 Da

Modificacié Massa teorica Massa experimental Incorporacié de massa  Error
modificacié (Da) detectada (Da) detectada (Da) (ppm)

/:/Ic;ti'lfccif X2+ 98,1034 6790,44 98,64 -68,89
Fosforilacid 79,98 6772,4 80,60 -57,25
Fosforilacié x 3 239,94 6931,49 239,69 -181,42
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Pel que fa a la familia de la P2, mitjangant espectrometria de masses s’ha detectat
Unicament el component P3 intacte, amb una massa de 7258,4 Da. S’han detectat pics
corresponents a l'addici6 d’l o 2 grups acetils (aproximadament 42 i 84 Da,
respectivament), com també la incorporacié de massa coincident amb un grup metil
(aproximadament 14 Da; Taula 4.4). Per altra banda, s’ha detectat un component amb
massa corresponent a la forma immadura de la protamina 2 HPS1 (9017,72 Da, Error
100,91 ppm), i a les modificacions fosforilacié (80,26 Da, Error -83,49 ppm) i trifosforilacid
(240,88 Da, Error -10.76 ppm) en la seva seqiiéncia.

Taula 4.4. Incorporacions de masses detectades en la seqiiencia aminoacidica del
component P3 de la familia de la Protamina 2 corresponents a possibles modificacions post-
traduccionals. Error < 200 ppm.

Component P3 de la protamina 2: 7258,40 Da

Modificacié Massa teorica Massa experimental Incorporacié de massa  Error
modificacioé (Da) detectada (Da) detectada (Da) (ppm)
Metilacié 14,03 7272,6 14,20 -120,24
Acetilacio 42,04 7301,3 42,90 -25,86

Acetilacio x 2 84,08 7344,4 86,00 119,65
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4.2. Analisi del proteoma nuclear d’espermatozoides humans normals
mitjancant espectrometria de masses i la distribuci6 en diferents

compartiments de la cromatina espermatica

Mitjangant el subfraccionament de la cel-lula espermatica per tal d’obtenir nuclis
aillats, es pot enriquir I'abundancia relativa de proteines presents en aquest compartiment
i, per tant, sTaugmenta la probabilitat de poder-les identificar amb espectrometria de
masses. A més a més, estudiar si les proteines associades a la cromatina es troben
distribuides d’'una determinada manera ha permés obtenir més informacié sobre la
contribucié paterna en la fertilitzacié. Els resultats detallats obtinguts en aquest apartat es
detallen a continuacio.

4.2.1. Descripcio del contingut proteic del nucli de I'espermatozoide huma

madur normozoospérmic’

A partir de nuclis aillats d’'un pool de 4 mostres de semen normozoospermiques
procedents d’homes sans es van extreure les proteines espermatiques, les quals van ser
posteriorment analitzades tant amb gels d’acrilamida d’SDS com gels d’acrilamida acids.
Seguidament es va procedir a I'escissido de les bandes, per tal de digerir les proteines i
obtenir els péptids corresponents, que es van analitzar per MS. Aquesta estratégia va
permetre identificar un total de 403 proteines diferents (el llistat complet de proteines
forma part de la Supporting Information de I'article (de Mateo et al., 2011) i es troba a
I’Annex 8.2). D’aquestes, gairebé la meitat (43,4%) no havien estat identificades
anteriorment com part de I'espermatozoide huma, ni a partir de metodes de deteccid
proteica convencional ni mitjangant técniques basades en espectrometria de masses.

Utilitzant la informacié continguda a la base de dades Uniprot Knowledgebase
(UniprotkB) es va obtenir informacié sobre la localitzacié cel-lular de cadascuna de les
proteines identificades. Es va observar com el 42,6% (159 proteines) es descrivien com
especificament nuclears o bé podien trobar-se tant al nucli com en altres compartiments
cel-lulars (Figura 4.4).

Utilitzant I’eina bioinformatica GOminer es va realitzar un analisi dels termes de Gene
Ontology referents a Biological process (GO BP) enriquits en el llistat de proteines obtingut.

> Part dels resultats exposats en aquesta seccid es troben publicats a I’article de Mateo, S., Castillo, J.,
Estanyol, J.M., Ballesca, J.L., and Oliva, R. (2011). Proteomic characterization of the human sperm
nucleus. Proteomics 11, 2714-2726, que es troba a I’Annex 8.2. La part de 'article no inclosa en aquesta
tesi doctoral va formar part de la tesi de la Dra. Sara de Mateo (http://hdl.handle.net/10803/1141).
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Aqguest analisi va permetre veure el nombre de proteines corresponents a un procés
biologic concret que es trobaven al nucli de I'espermatozoide huma i quina proporcid
representaven en comparacido amb totes les proteines que pertanyen al procés. D’aquesta
manera, es va destacar la preséncia en el nucli de I'espermatozoide huma del 61% de totes
les proteines conegudes que participen en processos metabolics, el 30% de les proteines
involucrades en la organitzacié de components cel-lulars, el 24% de proteines relacionades
amb processos del desenvolupament, el 10% de les proteines amb funcions associades a la
reproduccio, el 7% de totes les proteines que realitzen papers en la transcripcié i el 7% de
les proteines associades a la generacié del gameta masculi, entre d’altres (Figura 4.5).
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+altres
Citoesquelet 4.8%
10,2%_\ /

Ci;oblasxrﬁ”'aﬂ-‘.x_x
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21,0%
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Ribosoma
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Citogueratines
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Desconegudes 2,7%
o predites Tectines Heat shock Sngl;l/X
Q,
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Figura 4.4. Localitzacid cel-lular i families de proteines espermatiques nuclears
identificades. A: analisi de la distribucid subcel-lular de les proteines identificades a partir
de la informacié de la base de dades UniprotKB. B: Representacid de les families de
proteines més abundants identificades amb localitzacié nuclear descrita.
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Fertilitzacio 13 2
Generacio del gameta masculi =1 7
Transcripcio = 7
Regulacio de mort cel-lular =3 7
Reproduccio =3 10
Catabolisme de proteines [ 12
Metabolisme d'acids nucleics =/ 19
Desenvolupament —/———1 24
Regulacio de processos cel-lulars /1 26
Organitzacio components cel-lulars T/—/—//—/——3 30
Proces metabolic ] 61

0 20 40 60 80 100

Figura 4.5. Termes de Gene Ontology (GO) relacionats amb processos biologics enriquits en el
cataleg de proteines del nucli de I'espermatozoide. Seleccié dels termes de GO Biological
process més representatius. Es mostra el percentatge de proteines identificades al proteoma
espermatic nuclear respecte al total de proteines que pertany a cada procés biologic concret,
segons |I’eina bioinformatica GOminer.

Per altra banda, es va observar com conjunts de families destacables de proteines
concretes es trobaven representades en el subgrup de proteines amb localitzacié nuclear
descrita en el moment de I'analisi. La familia més abundant correspon a les histones (9,7%),
seguida de proteines del ribosoma (6,7%), subunitats del proteasoma (6,2%), citoqueratines
(3,7%), tubulines (2,7%), proteines SPANX (1,7%), heat shock proteins (1,2%) i tectines
(1,2%). A més a més, es va identificar un grup de proteines (6,2%) catalogades com
desconegudes (Unknown) o predites (predicted) (Figura 4.4; Annex 8.2).

Figura 4.6. Detecci6 de Ia
proteina ribosomica RPL9 en
espermatozoides humans. La

proteina es troba detectada amb

fluorescencia verda, mentre que

el DNA s’observa amb
fluorescencia blava. La ultima
imatge  correspon a una
superposicid de les dues
anteriors. La imatge adquirida
per contrast de fases es mostra

en primer lloc.
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Degut a que la preséncia d’'un grup abundant de proteines del ribosoma va resultar
inesperat, es va decidir comprovar la presencia  d’aquesta familia al nucli de
I’espermatozoide huma madur mitjancant la deteccié d’una proteina representativa del
grup per immunofluorescéncia. D’aquesta manera, es va escollir la proteina 60S ribosomal
protein L9 (RPL9). El resultat de la immunodeteccié va confirmar la preséncia de la proteina,
i per tant de la familia, en el nucli dels espermatozoides (Figura 4.6).

4.2.2. Caracteritzacio de Ila distribucio de proteines en diferents
compartiments de Ila cromatina espermatica en  espermatozoides

normozoospérmics®

Per tal de resoldre la segona part d’aquest segon objectiu es va fraccionar la
cromatina espermatica de nuclis aillats d’espermatozoides normozoospérmics utilitzant dos
metodes diferents: dissociacié d’histones mitjancant incubacié amb NaCl 0,65 M, per una
banda, i digestid amb nucleasa micrococal (NM), per I'altra. Seguidament es va procedir a
I'extraccid de les proteines corresponents a cadascuna de les fraccions obtingudes: FS i Fl
pel métode NaCl 0,65M i MNS i MNP pel metode la NM (Veure Seccid 3.5.3. de Material i
Métodes).

Utilitzant el métode del NaCl 0,65 M, la separacid de les proteines a través
d’electroforesis d’SDS i acides van mostrar dos patrons de bandes ben diferenciats entre la
fraccidé proteica FS i la Fl, tal i com s’observa a la figura 4.7. A més a més, el resultat de
I'electroforesi acida posa de manifest la preséncia de bandes de protamines en la Fl,
mentre que aquestes sén absents en la FS. Aquest fet va suggerir que s’havien aconseguit
dos grups de proteines diferents. Per altra banda, i de forma paral-lela, es va procedir a
extreure el DNA associat a la fraccié de la cromatina rica en histones per tal de digerir-lo
amb enzims de restriccié i analitzar-lo mitjancant Deep Genome Sequencing. Aquesta
estratégia va mostrar un enriquiment d’aquesta fraccié de gens en categories de GO BP
relacionades amb processos transcripcionals i del desenvolupament, com sén els termes
embryonic morphogenesis i regulation of transcription from RNA polymerase Il promoter
(Taula 4.5). Aquests resultats van ser coincidents amb aquells ja publicats anteriorment per
altres grups (Arpanahi et al.,, 2009; Hammoud et al., 2009) i, per tant, van permetre
confirmar la correcta disseccid de la cromatina espermatica amb aguest métode. D’aquesta
manera, es va decidir iniciar la identificacié proteomica de les proteines extretes, la qual va
resultar en la caracteritzacié d’un total de 495 proteines diferents (Figura 4.9 i Taula

® Els resultats que es descriuen en aquest apartat formen part del manuscrit Genomic and proteomic
dissection and characterisation of the human sperm chromatin (Castillo J., Amaral A., Azpiazu R.,
Vavouri T., Estanyol J.M., Ballesca J.L., and Oliva R), el qual es troba en fase de revisio actualment.
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suplementaria 8.3.1 de I'’Annex 8.3). Aquest resultat va mostrar una bona eficiéncia
d’identificacié proteica mitjangant LC-MS/MS.

Per altra banda, mitjancant el segon metode de fraccionament, amb NM, per una
qliesti6 metodologica la quantitat de proteina obtinguda va ser molt menor, el que
dificultava assegurar una diferenciacié clara pel que fa als patrons proteics obtinguts per les
fraccions MNS i MNP mitjancant gel d’electroforesi d’SDS (Figura 4.8). Tot i aixo, la
seqlienciacié del DNA associat a histones si que va mostrar un bon fraccionament de la
cromatina (Taula 4.5).
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Figura 4.7. Patrons proteics de les fraccions
de la cromatina obtingudes amb NaCl
0,65M. Es pot observar el patré de bandes
obtingut a partir d’electroforesi acida (Ac.) i
convencional d’SDS (SDS), tant per les
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Figura 4.8. Patrons proteics i proteines identificades a partir del fraccionament amb nucleasa
micrococal. A: Patré de bandes obtingut a partir d’electroforesi acida (Ac.) i convencional d’SDS
(SDS), tant per les fraccions MNS i MNP obtingudes a partir del fraccionament amb nucleasa
micrococal. B: Analitzant un 30% de les bandes dels gels d’electroforesi es van identificar un total
de 50 proteines.
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Taula 4.5. Seleccié de termes de Gene Ontology Biological Process enriquits en les regions
de DNA associades a histones obtingudes a partir de NaCl 0,65 M i enzims de restriccié o
nucleasa micrococal. La llista completa de termes es troba a la tesi del Dr. Rubén Azpiazu

(Distribucié diferencial de gens en la cromatina espermatica i deteccio de proteines presents

en una abundancia alterada en pacients infertils. Juny 2014, Facultat de Medicina,

Universitat de Barcelona).

Identificacio Terme GO BP Nombre % P-value
GO de gens

NacCl 0,65 M i enzims de restriccio

G0:0048598 embryonic morphogenesis 72 3,20 3,95E-08

G0:0006357 regulation of transcription from RNA 138 614  4,93E-08
polymerase Il promoter

G0:0060537 muscle tissue development 37 1,65  3,99E-07

G0:0030182 neuron differentiation 90 4,00 4,53E-07

G0:0009792 embryonic. development ending in birth or 73 325  594E-07
egg hatching

G0:0048562 embryonic organ morphogenesis 38 1,69  7,13E-07

G0:0045941 positive regulation of transcription 108 4,80 1,10E-06

G0:0007389 pattern specification process 61 2,71 1,23E-06

G0:0007519 skeletal muscle tissue development 24 1,07 1,36E-06

G0:0051270 regulation of cell motion 48 2,13 1,69E-06
positive regulation of nucleobase,

G0:0045935 nucleoside, nucleotide and nucleic acid 116 5,16 1,96E-06
metabolic process

Nucleasa micrococal

G0:0048598 embryonic morphogenesis 86 3,44  2,37E-11

G0:0030182 neuron differentiation 108 4,32  2,53E-10

G0:0006796 phosphate metabolic process 191 7,65  2,86E-08

G0:0030030 cell projection organization 87 3,48  1,28E-07

G0:0048562 embryonic organ morphogenesis 42 1,68  1,53E-07

Go:0000004  C€/ morphogenesis involved in 63 252 3,60E-07
differentiation

G0:0003002 Regionalization 54 2,16  3,72E-07

G0:0007389 pattern specification process 67 2,68 4,51E-07

G0:0007242 intracellular signaling cascade 226 9,05 1,81E-06

G0:0010628 positive regulation of gene expression 119 4,76 1,97E-06

G0:0032989 cellular component morphogenesis 88 3,52  1,99E-06

G0:0048812 neuron projection morphogenesis 55 2,20 2,17E-06

D’aquesta manera, es va decidir procedir a identificar de forma pilot el 30% de les
bandes corresponents al gel d’SDS de les dues fraccions, per tal de poder confirmar si
s’havia obtingut o no dues fraccions proteiques diferents. Aquest experiment preliminar va
donar lloc a la caracteritzacié de només 50 proteines (Figura 4.8; Taula suplementaria 8.3.2
de I'’Annex 8.3), indicant que I'eficiéncia d’identificacié era molt menor que aquella que
s’havia aconseguit amb el metode del NaCl 0,65 M. Per tant, en aquesta tesi doctoral,
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I’estudi complet de la caracteritzacié de la distribucié de proteines nuclears relacionat amb
la cromatina espermatica i comparacié entre fraccions es va dur a terme només a partir
dels resultats obtinguts mitjancant I’analisi protedmic complet de totes les proteines
extretes de la FSila Fl amb el metode de NaCl 0,65M.

La identificacié6 completa mitjancant LC-MS/MS per les fraccions FS i FI de la
cromatina espermatica va resultar en la caracteritzacié de 393 proteines exclusives de la FS,
20 de la Fl i 82 comunes a les dues fraccions (Figura 4.9 i Taula suplementaria 8.3.1 de
I’Annex 8.3), el que va acabar de confirmar la presencia d’una composicié proteica diferent,
tal i com s’havia pensat en un primer moment a partir de la visualitzacié dels gels
d’acrilamida (Figura 4.7). El fet d’identificar proteines en comu entre les dues fraccions
podria ser degut a una afinitat intermédia de les mateixes amb la cromatina espermatica.
Tot i aixi, també s’han de tenir en compte possibles causes metodologiques, com per
exemple la possible preséncia de restes de sobrenedant en el sediment una vegada
realitzat el fraccionament.

495
proteines
Fraccio Fraccio
insoluble soluble
(102) (475)
20 82 393

Figura 4.9. Distribucio del proteoma en les diferents fraccions de la cromatina espermatica
obtingudes a partir del tractament amb NaCl 0,65 M. S’han identificat un total de 495
proteines, la majoria de les quals es van solubilitzar totalment o parcialment amb 0,65 M NacCl.

En qualsevol cas, el metode del NaCl 0,65 M va permetre observar dos grups de
proteines que presentaven una afinitat diferent pel DNA espermatic:

1) Totes les proteines que han sigut solubilitzades en preséncia de NaCl 0,65 M, ja sigui
totalment o parcialment, i que, per tant, s'han trobat a la FS. Es tracta d'un total de
475 proteines diferents (393 Uniques de la FS + 82 en comu amb la FI = 475), les quals
a partir d'ara es consideraran totes com FS (Figura 4.9 i Taula suplementaria 8.3.1 de
I'Annex 8.3).
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2) Proteines que no es solubilitzen en presencia de NaCl 0,65 M i que, per tant, només
s'han detectat a la Fl. Es tracta d'un total de 20 proteines diferents, les quals a partir
d'ara seran les Uniques considerades com Fl (Figura 4.9 i Taula suplementaria 8.3.1 de
I'Annex 8.3)

L’analisi comparatiu de les funcions cel-lulars en les que es troben involucrades les
proteines presents en els dos conjunts proteics detectats es va dur a terme de forma
manual mitjancant la informacié continguda a la base de dades UniprotKB. Es va observar
com els tres grups de proteines més abundants a la FS es trobaven relacionats amb
metabolisme de proteines (25%), activitat catalitica (21%) i empaquetament del DNA, unid
a DNA/RNA i transcripcio (12%,; Figura 4.10). De forma contraria, el grup més abundant en
la Fl va consistir en proteines que presentaven una funcid estructural (50%; Figura 4.10).
Aquests resultats van ser confirmats seguidament mitjancant un analisi d’enriquiment de
categories GO BP mitjancant I’eina bioinformatica DAVID v6.7 (Taula 4.6 i Taula
suplementaria 8.3.3 de I'Annex 8.3). D’aquesta manera, es va observar com la fraccio
proteica FS es trobava enriquida de forma significativa (P-value amb correccié de
Bonferroni <0,001) en termes de processos biologics relacionats amb metabolisme de
proteines, com per exemple regulation of protein ubiquitination, i activitat catalitica, com
és generation of precursor metabolites and energy. A més a més, es va observar també un
enriguiment en les categories de DNA packaging, nucleosome assembly, chromatin
assembly, protein-DNA complex assembly i nucleosome organization (Taula 4.6 i Taula
suplementaria 8.3.3 de I’Annex 8.3). En canvi, el mateix analisi dut a terme amb les
proteines presents a la Fl no va mostrar cap associacio estadisticament significativa.

Mitjangant la informacié continguda a la base de dades UniprotKB es va observar com
182 proteines de les 495 identificades presentaven una localitzacid nuclear descrita i
confirmada (180 de la FSi 2 de la Fl; Taula 4.7 i Figura 4.11). La resta, o presentaven altres
localitzacions o bé aquesta era desconeguda. Entre aquestes proteines considerades, sense
cap dubte, com nuclears, es van identificar 18 variants d’histones diferents. Tot i haver
utilitzat un metode especific de dissociacid d’histones, 1 variant es va identificar
exclusivament a la Fl. La histona que va resultar ser resistent al tractament sali corresponia
ala H2A.X i la seva presencia especifica a la Fl va ser confirmada mitjancant experiments de
Western Blot (Taula 4.7 i Figura 4.11). Per altra banda, entre les proteines nuclears
associades a la FS es van identificar diferents factors de transcripcid i proteines
contenidores de dominis zinc finger (Taula 4.7 i Figura 4.11). Pertanyent a aquest ultim grup
es troba la proteina Histone lysine demethylase PHF8, la qual no havia estat identificada
com a part del gameta masculi en cap estudi realitzat anteriorment. Per aquest motiu, la
seva expressio en el nucli espermatic es va confirmar mitjancant immunofluorescéncia
(Figura 4.12).



4. Resultats

A  Fraccio soluble B Fraccio insoluble
Interaccio i
act:v%lc!().de Bltres
Cicle cel-lular; Ioooat, desconegudes;
apoptosi; 17 8% Desconegudes;
2% [ 10% \
Estructuyals; Senyalitzacio; <

Transit 4 10% regulacio de vies; Activi \
/ ’ ctivit 2\
intracel~|u|ar;_/ N 1% | talitica Estructurals; \
10% [ /,//Slnfesl, % . ’ 50% ‘
| Activitat modificacio, \ 15 |

catalitica; plegament i C

21% degradacio Empaquetament./‘

proteica; DNA;
e 25% Transcripcio; I ———>Senyalitzacio;
Empaquetament 10% Traduccio; Regulacié de
DNA: unié degradacio vies;
DN/\/’RN/\- proteica; 5%
transcripcio; 10%
12%

Figura 4.10. Categories funcionals de les proteines identificades mitjancant el
fraccionament de la cromatina amb NaCl 0,65 M. Les funcions es van determinar d’acord
amb la informacié establerta a la base de dades UniprotKB. A: proteines de la fraccid soluble.

B: proteines de la fraccio insoluble.

Taula 4.6. Termes Gene Ontology Biological Process més representatius enriquits en la fraccio
soluble de la cromatina espermatica. P-values amb la correccié de Bonferroni < 0,001, obtinguts
amb I'eina DAVID v6.7 (llista completa a la taula suplementaria 8.3.3. de I’Annex 8.3).
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Identc;f:)cacm Terme GO BP pI:g::';r:s % P-value Bonferroni
G0:0031396 Regulation of protein ubiquitination 34 7.28 2.61E-26 4.46E-23
G0:0006091 Generation of precursor metabolites a1 878 243E-15 4.16E-12
and energy
GO:0031399 egulation of protein modification 39 835 9.77E-15 1.67E-11
process
G0:0030163 Protein catabolic process 56 12 1.19E-13 2.02E-10
G0:0005996 Monosaccharide metabolic process 30 6.42 1.14E-11 1.94E-08
G0:0006508 Proteolysis 72 15.4 1.52E-11 2.59E-08
G0:0006323 DNA packaging 22 471 2.00E-11 3.41E-08
G0:0007049 Cell cycle 55 11.8 1.91E-09 3.25E-06
G0:0051186 Cofactor metabolic process 25 5.35 2.42E-09 4.13E-06
G0:0006461 Protein complex assembly 39 8.35 8.03E-08 1.37E-04
G0:0034613 Cellular protein localization 34 7.28 1.35E-07 2.31E-04
G0:0006457 Protein folding 21 45 2.21E-07 3.78E-04
G0:0019953  Sexual reproduction 35 7.49 5.47E-07 9.33E-04
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A Proteines nuclears

Factors de transcripcidi zinc fingers
Xaperones i proteines relacionades
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Figura 4.11. Proteines nuclears obtingudes mitjangant el fraccionament de la cromatina amb
NaCl 0,65M i immunodeteccié de dos representants. A: Categories de les proteines segons la
informacié de la base de dades UniprotKB. B: deteccid de la histona H2A.X i la proteina
SET/I2PP2A en extractes de nuclis espermatics normozoospermics i en les fraccions soluble
(FS) i insoluble (Fl) de la cromatina.

Control negatiu PHF8
DAPI

o - -

Figura 4.12. Expressié de PHF8 en mostres d’espermatozoides normozoospéermics. Deteccid
per immunofluorescéncia de PHF8 (verd) en espermatozoide. El control negatiu es va dur a
terme en abséncia d’anticos primari. El nucli cel-lular es troba tenyit amb DAPI (blau).
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Taula 4.7. Proteines nuclears amb possibles papers reguladors o participacié en embriogénesi
identificats en la fraccio soluble (FS) i insoluble (FI) de la cromatina espermatica.

Nombre
d’accés Descripcio de la proteina Gen Paper regulador FS/FI
UniprotkB
Histones
060814 Histone H2B type 1-K HISTiH2BK  CPaguetamentde DNAT o
regulacié transcripcional
. E t t de DNA i
P04908 Histone H2A type 1-B/E HISTIH2AB/AE —Paduetamentde URAL o
regulacié transcripcional
POCOS5 Histone H2A.Z H2AFZ Empaguetament de DNAT g
regulacié transcripcional
POC5Y9 Histone H2A-Bbd type 1 H2AFB1 Empaguetament de DNAT g
regulacié transcripcional
E DNAi
POC520 Histone H2A-Bbd type 2/3 H2AFB2 mpaquetament de DNAT o
regulacié transcripcional
P16104 Histone H2A.x H2AFX Empaquetament de DNAT
regulacié transcripcional
P22492 Histone H1t HisTIHAT ~ CmPaquetamentde DNAT g
regulacié transcripcional
P23527 Histone H2B type 1-0 HISTiH2Bo  CmPaduetamentdeDNAT o
regulacié transcripcional
P58876 Histone H2B type 1-D HISTIH2BDp ~ CPaguetamentde DNAT o
regulacié transcripcional
P62805 Histone H4 HISTIHga ~ CmPaguetamentde DNAT g
regulacié transcripcional
P84243 Histone H3.3 H3F3A Empaquetament de DNAT ¢
regulacié transcripcional
Q16777 Histone H2A type 2-C HIST2H2AC ~ CmPaguetamentde DNAT ¢
regulacié transcripcional
Q6NXT2 Histone H3.3C H3F3C Empaquetament de DNAT ¢
regulacié transcripcional
Q75WM6 Testis-specFlic H1 histone H1FNT Empaquet'a r.n’ent de DNAI FS
transicio NH-NP
Q8IUE6 Histone H2A type 2-B HIST2H2AB ~ CmPaguetamentde DNAT ¢
regulacié transcripcional
Q96A08 Histone H2B type 1-A HISTIH2BA  CmPaguetamentdeDNAT o
regulacié transcripcional
QO6KK5 Histone H2A type 1-H HISTIH2AH ~ CmPaquetamentdeDNAT o
regulacié transcripcional
Q96QV6 Histone H2A type 1-A HISTIH2AA ~ CmPaduetamentdeDNAT o
regulacié transcripcional
Factors de transcripcio i proteines contenidores de zinc fingers
Zinc fi BTB .
043298 mcﬁnger gnd T qomam ZBTB43 Regulacié transcripcional FS
containing protein 43
P58340 Myeloid leukemia factor 1 MLF1 Regulacié transcripcional FS
P68104 Elongation factor 1-alpha 1 EEF1A1 Regulacié transcripcional FS
Q9BWX1 PHD finger protein 7 PHF7 Regulacié transcripcional FS
QOUPP1  Histone lysine demethylase PHF8 PHF8 Regulacié transcripcional FS
Proteines relacionades amb el DNA
P18754 Regulator of chromosome RCC1 Empaquetament del DNA FS

condensation



Nucleosome assembly protein 1-
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P55209 like 1 NAP1L1 Empaquetament del DNA  FS
Q01105 Protein SET SET Empaguetament de DNAT ¢
regulacié transcripcional
Qog733  Nucleosome C;Is.lf:'zbly protein 1- NAP1L4 Empaquetament del DNA  FS
Proteines relacionades amb proteasoma i ubiquitina
014818  Proteasome subunit alpha type-7 PSMA7 Regulacié transcripcional FS
P60900  Proteasome subunit alpha type-6 PSMA6 Regulacié transcripcional FS
Q13618 cullin-3 cuL3 Divisic cel-lules mare g
embrionaries
Q13620 Cullin-48 cuL4B Divisic cel-lules mare g
embrionaries
Q93009 Ubiquitin carboxyl-terminal USP7 Desenvol.u pa ment ES
hydrolase 7 embrionari
Enzims
075928 E3 SUMO-protein ligase PIAS2 PIAS2 Regulacié transcripcional FS
P04406 Glyceraldehyde-3-phosphate GAPDH Regulacié transcripcional  FS
dehydrogenase
P06733 Alpha-enolase ENO1 Regulacié transcripcional FS
P19784 Casein kinase Il subunit alpha CSNK2A2 Regulacié transcripcional FS
P22392  Nucleoside diphosphate kinase B NME2 Regulacié transcripcional FS
P49841 Glycogen synthase kinase-3 beta GSK3B Regulacié transcripcional FS
P60174 Triosephosphate isomerase TPI1 Desenvol.uparr?ent FS
embrionari
P63279  SUMO-conjugating enzyme UBC9 UBE2I Arquitectura nucleari ¢
segregacio cromosomica
P68400 Casein kinase Il subunit alpha CSNK2A1 Regulacié transcripcional FS
1-phosphatidylinositol-4,5- Desenvolupament
Q86YWO  bisphosphate phosphodiesterase PLCZ1 . P . FS
embrionari
zeta-1
Qoespq  Serine/threonine-protein kinase SRPK1 Empaquetament del DNA  FS
SRPK1
Q9BXA6 Testis-sp ecFI/c' se(/ne/threonlne- TSSK6 Empaquetament del DNA  FS
protein kinase 6
Altres proteines nuclears
P06702 Protein S100-A9 S100A9 Regulacié transcripcional FS
P27348 14-3-3 protein theta YWHAQ Regulacié transcripcional FS
P62826 GTP-binding nuclear protein Ran RAN Empaqu.e’tament (.je .DNA ' Fs
regulacié transcripcional
Transducin-like enhancer protein L I
Q04727 4 TLE4 Regulacié transcripcional FS
Q86VP6 Cull{n-as.socmted NLTDD& CAND1 Regulacié transcripcional FS
dissociated protein 1
Q9Y230 RuvB-like 2 RUVBL2 Histone modFlication and g
Regulacié transcripcional
Q9Y265 RuvB-like 1 RUVBL1 Histone modFlication and g

Regulacié transcripcional
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A més a més de factors de transcripcid, en aquest estudi també es van identificar
altres proteines relacionades amb el DNA que podrien presentar funcions reguladores, les
quals pertanyien totes a la FS de la cromatina espermatica (Figura 4.11 i Taula 4.7). Un
exemple representatiu d’aquest grup de proteines és la proteina SET, també anomenada
Phosphatase 2A inhibidor (12PP2A), la qual es trobaria involucrada en la formacié dels
nucleosomes, entre d’altres processos, tot i que no existeixen estudis que I'estudiin en
detall en I'espermatozoide. D’aquesta manera, es va confirmar la distribucié diferencial de
la proteina SET/I2PP2A, com a representant de la FS, mitjangant experiments de Western
Blot (Figura 4.11).

També cal destacar la identificacié d’un grup d’enzims i proteines relacionades amb
ubiquitina/proteasoma amb localitzacié nuclear i d’altres nucleoproteines que, segons la
informacié d’UniprotKB, es trobarien relacionades amb processos de regulacié de la
transcripcio, empaquetament del DNA, modificacié d’histones o desenvolupament de
I’embrid (Figura 4.11 i Taula 4.7). Totes aquestes proteines es van identificar com a part de
la FS de la cromatina espermatica.

ANaCI 0,65M Proteoma nuclear
(495) & (403)
268 227 | 176
Total: 670 Figura 4.13. Comparacio dels
catalegs de proteines
B espermatiques obtinguts a
NaCl 0,65 M Proteoma nuclear partir d’estudis proteomics
(495) (403) basats en espectrometria de
masses i enfocats en el nucli
de Il'espermatozoide. A:
Comparacié entre els llistats
de proteines obtinguts als
objectius 2.1 i 2.2. d’aquesta
tesi. B: Comparacié entre els
Baker et al., 2013 llistats de proteines obtinguts
Fraccio de caps als objectius 2.1 i 2.2
Total: (703)

d’aquesta tesi i el publicat per

1140
(Baker et al., 2013).
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Tot i que en els dos projectes de proteomica subcel-lular duts a terme en aquesta tesi,
descrits en aquest apartat 2.2 i en I'anterior 2.1, s’ha dut a terme |’analisi partint de nuclis
d’espermatozoides normozoospéermics, la incorporacid d’'un pas de fraccionament de la
cromatina previament a la identificaciéd per MS ha permeés la caracteritzacié de proteines
addicionals. Si es comparen ambdds catalegs, es detecten 176 proteines que es van
detectar Unicament en I'analisi del nuclis intactes, 268 només després del tractament amb
NaCl 0,65 M i 227 proteines identificades en ambdds estudis (Figura 4.13). D’aquesta
manera, en global, en els analisis protedomics duts a terme en aquest segon objectiu, s’han
arribat a identificar un total de 670 proteines a partir de nuclis aillats d’espermatozoides
humans. Per altra banda, durant la realitzaciéd d’aquesta tesi es va publicar un estudi
enfocat en la caracteritzacid proteomica del cap de I'espermatozoide huma (Baker et al.,
2013). Tot i que I'estudi esmentat no només engloba el nucli, si no també altres estructures
del cap, sembla interessant establir la comparacié entre els tres llistats proteics. D’aquesta
manera, els tres estudis protedomics presenten 126 proteines en comu, mentre que a la
vegada cadascun d’ells identifica proteines no presents en els altres dos (Figura 4.13),
arribant entre tots tres a un total de 1140 proteines diferents i no redundants relacionades
amb la totalitat del cap de la cél-lula espermatica.
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4.3. El proteoma nuclear de I’espermatozoide huma combinat, el seu

potencial epigenétic i I'estat de conservacié’.

Els estudis proteomics enfocats en el nucli de la cel-lula espermatica, com sén els duts
a terme als apartats 4.2.1 i 4.2.2. d’aquesta tesi doctoral, afavoreixen la identificacié de
proteines nuclears. No obstant, altres estudis utilitzant la cél-lula sencera també han sigut
capagos d’identificar proteines nuclears addicionals, tot i que en menor quantitat. Per
aquest motiu, la generacié d’un cataleg de proteines nuclears espermatiques complet es va
dur a terme a partir de tota la informacid generada en estudis basats en espectrometria de
masses i publicada fins I'actualitat. Es va utilitzar el llistat de proteines espermatiques
humanes més complet publicat (Amaral et al., 2014), el qual es troba constituit per 6198
proteines diferents, integrant els catalegs proporcionats per 30 estudis proteomics duts a
terme utilitzant tant la cel-lula espermatica completa, com subfraccionaments de la
mateixa (Veure Seccié 1.4.3. de la Introduccid). En aquest llistat es troben englobades les
proteines identificades a I'objectiu 2.1. d’aquesta tesi. Totes les proteines incloses
contenien uns estandards de qualitat minims pel que fa a la puresa de les cél-lules, el
meétode de MS utilitzat i el criteri d’identificacid proteica seguit (Amaral et al., 2014).

Per tal d’identificar quines proteines espermatiques podien estar involucrades en
funcions nuclears i de la cromatina, en primer lloc es van seleccionar totes aquelles que es
trobaven englobades al menys en una categoria de GO Cellular Component relacionada
amb nucli, utilitzant I'eina DAVID v6.7. Seguidament, es va completar 'analisi mitjancant
una cerca basada en paraules clau. D’aquesta manera, es van seleccionar totes aquelles
proteines que contenien en el seu nom un o més dels termes seglents: histone,
bromodomain, transcription, DNA, nuclear/nucleus/nucleo, meiosis/meiotic, cell
cycle/division, zinc finger, homeodomain, homeobox, chromodomain and plant
homeodomain (PHD) Finger. Per tant, es va acabar generant dues llistes de proteines
espermatiques nuclears (una basada en termes de GO i una altra obtinguda de forma
manual) que es van combinar i revisar proteina per proteina, a la vegada que es
comprovava la seva funcié a partir de la informacié inclosa a la base de dades UniprotKB.
Finalment, es va arribar a generar una llista acurada de 581 proteines espermatiques
nuclears (Taula suplementaria de I’Annex 8.4).

El grup de proteines més abundant al nucli de I'espermatozoide va ser el format per
proteines contenidores de zinc fingers o bromodomains (15,3%; Taula 4.8). Altres grups de
proteines abundants foren aquells formats per factors de transcripcio (13,4%), histones i
modificadors d’histones (11,5%), altres proteines relacionades amb el DNA (8,7%),

” Els resultats que s’inclouen en aquest apartat es troben publicats a I'article Castillo, J., Amaral, A., and
Oliva, R. (2014). Sperm nuclear proteome and its epigenetic potential. Andrology 3, 326-338, que es
troba a I’Annex 8.4.
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ribonucleoproteines (7,2%), proteines implicades en la meiosi o cicle cel-lular (5,8%) i
proteines del porus nuclear (4,8%). La resta de les nucleoproteines espermatiques
compilades pertanyien a altres grups menys abundants (Taula 4.8).

Taula 4.8. Nombre de proteines identificades per cadascuna de les families de
nucleoproteines més destacades que han sigut descrites en els proteomes
d’espermatozoide de huma (Homo sapiens), de ratoli (Mus musculus), de rata
(Rattus novergicus) i de macaco (Macacca mulatta), mitjangant espectrometria

de masses.
Huma Ratoli Rata Macaco

Proteines contenidores de
dominis zing fingers i 89 14 2 17
bromodomains
Histones i modificadors
d’histones 67 31 > 9
Factors de transcripcio 78 18 1 3
Proteines relacionades amb el 51 33 . 18
DNA
Ribonucleoproteines 42 35 1 3
Proteines implicades en meiosis
o cicle cel-lular 34 15 1 >
Proteines del porus nuclear 28 16 4 3
Altres nucleoproteines 192 37 3 7
Total de proteines 581 199 22 65

L’analisi del cataleg complet de proteines nuclears presents a I'espermatozoide huma
madur mitjancant I'eina DAVID va permetre identificar els processos biologics presents o
enriquits en el nucli del gameta masculi. D’aquesta manera, es va observar com el 56% de
les proteines espermatiques nuclears presentaven una funcié relacionada amb processos
epigeneétics o reguladors, ja que contenien al menys un dels segiients termes GO BP (P-
value amb correcci6 de Benjamini <0,001): chromosome organization, chromatin
organization, protein-DNA complex assembly, DNA packaging, gene expression,
transcription, chromatin modification i histone modification (Taula 4.9 i Figura 4.14).
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Taula 4.9. Categories de Gene Ontology Biological Process enriquides en el proteoma
nuclear de I'espermatozoide huma relacionades amb cromatina. Les categories han sigut
ajuntades per relacié amb processos biologics similars. Analisi mitjancant DAVID v6.7. P-
values amb la correccié de Benjamini < 0,001.

Categoria GO Biological Process Nombte de P-\{alu? .
proteines (Benjamini)

Organitzacié cromosomica 132 9.60E-78
Organitzacio de la cromatina 101 4.60E-57

Muntatge i desmuntatge de la cromatina 59 1.50E-47

Organitzacio nucleosomica 52 4.90E-47

Muntatge de nucleosomes 49 1.60E-45
Muntatge complexe proteina-DNA 51 3.00E-46
Empaquetament de DNA 57 2.20E-47
Expressid genica 212 4.40E-27

Regulacio de I'expressié genica 199 2.90E-22
Transcripcié 159 3.10E-20

Regulacid de la transcripcid 180 3.20E-19

Iniciacio de la transcripcio pel promotor de la

RNA polimerasa Il peepEr 12 2.80E-04

Elongacio d’RNA 10 9.60E-04
Modificacié de la cromatina 47 3.00E-17

Remodelacio de la cromatina 13 9.30E-06
Modificacié d’histones 23 7.80E-09

Acetilacio histona H2A 8 1.10E-06

Acetilacié histona H4 8 6.00E-05

Acetilacio d’histones 12 1.30E-05

Organitzacio cromosomica N
Organitzacio de la cromatina INEEGEGG___
Empaquetament de DNA |
Muntatge complexe proteina-DNA N
Expressio genica N
Transcripcio EEENE————
Modificacio de la cromatina I
Modificacio d'histones il
0 50 100 150 200 250
Nombre de proteines identificades

Figura 4.14. Processos biologics relacionats amb funcions epigenetiques enriquits en el
proteoma nuclear de I’espermatozoide huma. Abundancia de les categories més representatives
de Gene Ontology Biological Process relacionades amb la cromatina (exposades a la taula 4.9)
més representatives.
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De la mateixa manera que s’havia dut a terme amb I'espermatozoide huma, i per tal
de comparar el proteoma nuclear amb el d’espécies models de mamifers, es van utilitzar
els catalegs de proteines espermatiques publicats per compilar i elaborar una llista acurada
de nucleoproteines espermatiques en altres organismes. Per tal d’evitar la obtencié de
possibles resultats esbiaixats i de facilitar I'estudi comparatiu, es van seleccionar els
catalegs protedmics disponibles de mamifers utilitzant els seglients criteris d’inclusié:

= Els espermatozoides van ser extrets de regions caudals de |’epididim, ja que I'analisi
es troba enfocat en la identificacié de proteines nuclears de I'espermatozoide
madur.

= Esva realitzar un pas inicial de purificacié de la mostra i comprovacié de la mateixa.

= El peptids van ser generats per in-solution digestion o in-gel digestion després de la
separacio per electroforesis monodimensionals. Per tant, les estrategies basades en
electroforesis 2D no es van incloure a I'analisi.

= La identificacid proteica es va dur a terme a partir de LC-MS/MS, amb al menys dos
péptids per proteina amb un FDR < 5% o un péptid per proteina amb FDR < 1%,
resultant en la identificacié d’almenys 100 proteines diferents.

D’aquesta manera, es van compilar i analitzar llistats de proteines que constituien els
proteomes espermatics de ratoli (Mus musculus), rata (Rattus novergicus) i macaco
(Macacca mulatta; Taula 4.10).

Després de la identificacié de proteines nuclears per a cadascuna de les espécies
esmentades a partir de I'analisi mitjangant DAVID v6.7 en primer lloc, i el manual a través
de paraules clau en segon lloc, es van identificar un total de 199 proteines nuclears en
I’espermatozoide de ratoli, 22 en el de rata i 65 en el del macaco (Taula 4.8). Tot i que entre
els catalegs de nucleoproteines obtinguts destaquen la preséncia d’un gran nombre de
proteines catalogades com unknown, hypothetical o predicted, membres de tots els grups
de proteines nuclears detectats en I'espermatozoide huma es trobaven presents en els tres
organismes analitzats, incloent modificadors d’histones, factors de transcripcid, proteines
contenidores de dominis zinc fingers i bromodomains i altres proteines relacionades amb el
DNA (Taula 4.8). A més a més, I'analisi del cataleg de proteines nuclears murines mitjancant
DAVID va mostrar un enriquiment en proteines involucrades en processos de remodelacié
de la cromatina (Figura 4.15).
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Taula 4.10. Resum dels estudis proteomics duts a terme en espécies models de mamifers inclosos a

I’analisi.
L, L Metodes de . Nombre de
.. Preparacié/purificacié e ., Teécnicade .
Referéncia Mostres separacio i digestio proteines
de la mostra . MS . .
de proteines identificades
Ratoli
) <1céllula : N
Espermatozoides In-solution digestion
Baker et . rodona/100.000 o
de la regié caudal . i isoelectroenfocde  LC-MS/MS 858
al., 2008a R espermatozoides o
de I'epididim o . . péptids
(analisi per microscopi)
Purificacié confirmada
per microscopi de
A ; Espermatozoides contrast de fases i Electroforesi 1D
sano e
[ 2010 de la regié caudal mitjangant I'analisi de d’SDS i in-gel LC-MS/MS 190
a 7 . ’ . \ . . . .
de I'epididim I’'abséncia de la proteina digestion
TER 119, especifica de la
membrana d’eritrocits
. Purificacio confirmada
Espermatozoides . o
Dorus et ., per epifluorescéncia o . . . HPLC-
de la regié caudal . . In-solution digestion 205
al., 2010 R microscopi de contrast MS/MS
de I'epididim . .
d’interferéncia
In-solution digestion,
. Espermatozoides fraccionament per
Chauvin et L, 99% de puresa. .
de la regié caudal L cromatografia LC-MS/MS 2850
al., 2012 R Sonicacié. L. .
de I'epididim liquida high-pH
reversed-phase
Espermatozoides . .
.. . Aillament de la matriu
de la regié caudal i .
Guyonnet Sy acrosomal. Electroforesi 1D
caput de I'epididim . . , .
etal., ., Espermatozoides filtrats d’SDS i in-gel LC-MS/MS 543
(només s’han , . .
2012 Lo R a traves d’una membrana digestion
inclos proteines de .
.. de nilon de 10 um
la regid caudal)
Rata
Espermatozoides ... . In-solution digestion
Baker et ., Puresa >99,99% (analisi .
de la regié caudal . . i isoelectroenfocde  LC-MS/MS 829
al., 2008b R microscopic) .
de I'epididim péptids
. Aillament de caps .
. Espermatozoides . Electroforesi 1D
Masseli et ., espermatics per , .
de la regié caudal L d’SDS i in-gel LC-MS/MS 167
al., 2012 R sonicacié. Rentat amb . .
de I'epididim L. digestion
tampd hipotonic (0,45%)
Macaco
Rentat mitjangant
diversos cicles de
Sk et Espermatozoides centrifugacié amb solucié Electroforesi 1D
erget e
| 5013 de la regié caudal de Ringer. Puresa d’SDS i in-gel LC-MS/MS 1247
ai, g . L, . .
de I'epididim confirmada per tincié de digestion.

DNA i microscopi de
fluorescéncia
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Figura 4.15. Processos biologics relacionats amb funcions epigenétiques enriquits en el
proteoma nuclear de I'espermatozoide de ratoli. Abundancia de les categories més
representatives de Gene Ontology Biological Process relacionades amb la cromatina,
obtingudes per analisis amb DAVID v6.7. Per cada categoria s’indica el P-value amb la
correccié de Benjamini obtingut en I’analisi.
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5.1. L’efecte de les protamines en I’estructura de la cromatina

espermatica

Les protamines sén les proteines nuclears més abundants de I'espermatozoide huma i
es troben empaquetant entre un 85 i 95% del genoma patern huma. Tot i que la primera
descripcié de protamines data del 1874, encara hi ha alguns aspectes relacionats amb la
seva implicacié funcional que romanen desconeguts (Mezquita, 1985; Oliva et al., 1988;
Oliva and Dixon, 1991; Dahm, 2005; Oliva, 2006; Miller et al., 2010). Els resultats obtinguts
en aquesta tesi doctoral contribueixen a entendre i a augmentar el coneixement d’aspectes
relacionats amb la seva funcio.

En primer lloc, s’Tha mostrat com la quantitat total de protamines, tant de forma
conjunta com individual, present a la fraccié d’espermatozoides utilitzada en tractaments
de reproduccié assistida, es troba inversament relacionada amb la fragmentacié del DNA,
donant suport a la funcié proposada per les protamines de proteccié del material genétic
patern (Oliva and Dixon, 1991; Oliva, 2006; Balhorn, 2007). D’aquesta manera, s’ha
observat com pacients infertils amb nivells de dany al DNA anormalment elevats
presentaven una disminucid significativa en els nivells de P1/DNA i P2/DNA, el que
resultava a la mateixa vegada en una disminucié dels nivells de P1+P2/DNA.

Si fem una cerca en la literatura, podem observar diversos estudis realitzats per tal de
trobar relacions entre el grau de protaminacio dels espermatozoides i la integritat del DNA
espermatic, utilitzant tecniques diferents per determinar ambdds parametres. Per exemple,
alguns grups han dut a terme una determinacié indirecta de la protaminacié utilitzant la
tincié de cromomicina A3 (CMA3), la qual s’'uneix al DNA en zones pobres de protaminacio
emetent una fluorescéncia verda (Ramos et al., 2004; Nasr-Esfahani et al., 2005;
Angelopoulou et al., 2007; Plastira et al., 2007; O’Flaherty et al., 2008; Nili et al., 2009;
Tarozzi et al.,, 2009; Tavalaee et al.,, 2009). Altres estudis, en canvi, han valorat la
protaminacié de forma directa a partir d’electroforesis monodimensionals acides
mitjancant la relacié P1/P2, com a mesura de desregulacié de la protaminacié (Aoki et al.,
2005b; Torregrosa et al., 2006; Garcia-Peird et al., 2011; Ribas-Maynou et al., 2014). No
obstant, I'Gs dels quocients Protamina/DNA presenta avantatges respecte a les dues
tecniques esmentades. Per una banda, és una estratégia directa, capa¢ de valorar la
quantitat de P1 i P2 present en una mostra (en pg). Per altra banda, el quocient P1/P2 en
comparacio, tot i que ha sigut extensament utilitzat (Bench et al., 1998; Mengual et al.,
2003; Aoki et al., 2005a; Torregrosa et al., 2006; de Mateo et al., 2009), es troba limitat pel
fet que no pot proveir informacio sobre si la desregulacié ve donada per la P1, la P2 o
ambdues. A més a més, no pot proporcionar dades del contingut total de protamines en la
mostra. D’aquesta manera, I'Gs de les relacions Protamina/DNA complementa I’analisis
proporcionant una informacid6 més completa sobre l'alteracié en la protaminacié en
pacients infertils. Pel que fa a la determinacié de la fragmentacié del DNA mitjancant la
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tecnica del Comet alcali, aguesta també presenta avantatges respecte altres tecniques com
el TUNEL, SCSA o SCD. Per una banda, és capag de detectar tant talls en cadena doble de
DNA com de cadena simple, a més a més presenta una gran sensibilitat i pot actuar com a
un bon agent vaticinador d’embaras (Simon et al., 2010, 2011b; Ribas-Maynou et al., 2013).

D’aquesta manera, en aquest estudi dut a terme per tal de resoldre el primer objectiu
d’aquesta tesi doctoral s’ha utilitzat una técnica sensible que ens ha permés demostrar una
correlacié entre nivells de protamina disminuits i un increment en la proporcié de DNA
danyat. Aquest resultat, com ja s’ha comentat, reforga la hipotesi de proteccié com a funcid
de les protamines. Un altre fet, observat per un altre grup, que també es troba en
concordanca amb aquesta idea és que ratolins amb insuficiéncia de protamines esdevenen
infertils i presenten fragmentacions elevades de DNA en els espermatozoides (Cho et al.,
2001, 2003). Aitken i col-laboradors han arribat a proposar un mecanisme de generacio de
DNA fragmentat en espermatozoides de pacients infértils on les protamines es troben
involucrades, el qual es troba constituit per 2 estadis. Es considera que els talls en la cadena
de DNA estarien produits en primer lloc per anormalitats donades durant la transicié NH-
NP que té lloc a la ultima fase de I'espermatogenesi, el que produiria un acoblament
defectuds de les protamines. Aquest fet portaria al segon estadi, en el qual el DNA, degut a
que es troba menys compactat, sera més vulnerable a I'atac de nucleases, mutagens i al
patiment d’estres oxidatiu (Aitken and De luliis, 2007; Aitken et al., 2009).

No obstant, aquesta relacié inversa entre els nivells de protamines i la proporcié de
fragmentacié del DNA no es va posar de manifest en les mostres de semen inicials (sense
cap tractament de seleccio cel-lular) utilitzades en aquest estudi. Aquest fet es pot haver
donat a causa de la gran dispersid obtinguda tant en les relacions protamina/DNA com en
el percentatge de dany al DNA mesurat per Comet. Els ejaculats sén per naturalesa
composicions de cel-lules molt heterogenies i, de fet, s’han observat variacions
intraindividuals en mostres de semen en diferents estudis. S6n exemples els valors de
contingut de fosfor i sulfur determinats en espermatozoides individuals, els quals poden
trobar-se en un rang ampli de valors dintre d’'una mateixa mostra (Bench et al., 1998), aixi
com també la concentracié de protamina/cél-lula detectada en pacients infertils (Aoki et
al., 2005b). Per aquest motiu, és important dur a terme una seleccié dels espermatozoides
de més qualitat d’'un ejaculat a I’'hora de realitzar técniques de reproduccié assistida. De
fet, I'aplicacié d’aquest tractament en les mostres incloses en aquest estudi va donar lloc a
un subgrup d’espermatozoides amb valors disminuits de fragmentacié de DNA. Per altra
banda, aquest subgrup també presentava quantitats menors de protamines, el que ens
portaria a pensar que, tot i que aquestes proteines es troben duent a terme una funcié de
manteniment de la integritat del DNA, necessaria per minimitzar la generacié de mutacions
i la seva transmissid a la descendéncia, la quantitat de protamines ha d’estar estretament
regulada. De fet, com a continuacié d’aquest treball, es van relacionar els valors de
protamina/DNA i dany al DNA amb els resultats de reproduccié assistida en els mateixos
pacients. Tot i que aquests resultats no formen part d’aquesta tesi doctoral, sembla
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interessant destacar I'observacid d’una relacié negativa entre la taxa de fertilitzacié i la
qualitat d’embrions amb nivells de protamines anormalment elevats (Simon et al., 2011a).
D’aquesta manera, el fet de presentar nivells de protamines incrementats podria alterar la
composicié de la cromatina espermatica, reduint la proporcié de DNA empaquetat de
forma més laxa en nucleosomes. S’ha suggerit que les histones retingudes en
I’espermatozoide huma podrien representar una marca epigenetica de gens necessaris per
les primeres fases del desenvolupament embrionari (Arpanahi et al., 2009; Hammoud et al.,
2009; Erkek et al., 2013) i, per tant, una alteracié en aquesta distribucié podria afectar
greument el procés de fertilitzacio. De fet, alteracions en la retencid d’histones i en la
distribucié genica s’han detectat tant en pacients infertils com en ratolins amb alteracions
en |'espermatogenesi (Hammoud et al., 2011; Ihara et al., 2014). A més a més, i en
concordanga amb aquesta hipotesi, recentment el nostre grup ha demostrat com
espermatozoides de pacients normozoospérmics amb els quals no es podia aconseguir
embaras mitjancant FIV presentaven quantitats majors d’histones que aquells que si
aconseguien dur un embaras a terme presentant la mateixa qualitat seminal (Azpiazu et al.,
2014).

Les histones mitjancant modificacions post-traduccionals (PTMs) formen I'anomenat
codi d’histones, esdevenint un dels majors mediadors d’heréncia epigenetica de la linia
germinal masculina (Jenuwein and Allis, 2001; Miller et al., 2010; Carrell, 2012; Jenkins and
Carrell, 2012a; Oliva and Ballesca, 2012). En el cas de les protamines, és coneguda la
presencia de fosforilacions tant en P1 (a I'extrem amino-terminal) com en P2 (a la part
central de la seqiiencia), les quals es creu que serien necessaries durant el procés de
condensacié de la cromatina espermatica a I'espermatogénesi (Pruslin et al., 1987; Oliva
and Dixon, 1991; Chirat et al., 1993; Pirhonen et al., 1994). En aquesta tesi doctoral,
mitjancant I'analisi de protamines purificades intactes per espectrometria de masses hem
arribat a confirmar aquests resultats inicials en espermatozoides madurs detectant la P1
humana amb incorporacions de masses corresponents a fosforilacions i trifosforilacions. A
més a més, s’ha evidenciat la possible addicié de grups acetils i metils tant a la P1 com al
component P3 de la familia de la protamina 2. En espermatozoide de ratoli s’ha reportat
recentment la presencia de PTMs tant en histones com en protamines, utilitzant tecniques
de MS i trobant llocs de fosforilacié en P1 i P2 coincidents amb els de I'espermatozoide
huma (Brunner et al., 2014). A més a més, en el mateix estudi es van detectar residus amb
acetilacions i metilacions en la seqliencia de la P2. Aquestes modificacions estarien
presents en combinacions especifiques i no donades a l'atzar, ja que mentre que
acetilacions i metilacions s’han observat en la mateixa seqiiéncia, les acetilacions i les
fosforilacions semblaven ser excloents (Brunner et al., 2014).

El fet que les protamines es trobin empaquetant el DNA d’una forma tan compacta
gue genera una estructura de la cromatina semicristal-lina fa dubtar de la preséncia d’un
codi de protamines involucrat en I'expressié genica. Tot i aix0, aquesta combinacié de PTMs
podria tenir una funcié en altres processos, com per exemple en el control de Ia
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desestabilitzacido de la cromatina que portara a la incorporaciéo d’histones una vegada
donada la fertilitzacié. No obstant, aquesta teoria requereix ser investigada en més detall.

5.2. El proteoma nuclear de I’espermatozoide huma normal

A més a més d’histones i protamines, I'Us de tecniques proteomiques d’alt rendiment
ha permeés la identificacid de proteines nuclears addicionals a I'espermatozoide madur, les
quals podrien estar relacionades amb funcions reguladores o funcions que no es creien
actives en el gameta masculi (Martinez-Heredia et al., 2006; Baker et al., 2007; de Mateo et
al., 2007; Oliva et al., 2008). Amb el desenvolupament d’un disseny d’analisi protedomic
enfocat en el nucli espermatic mitjancant subfraccionament de la cél-lula hem pogut
incrementar el coneixement proteic d’aquest compartiment. De fet, de les 403 proteines
identificades a partir de nuclis aillats mitjancant el metode de CTAB 1% i la identificacié per
LC-MS/MS, més de la meitat no havien estat descrites anteriorment en cap estudi dut a
terme amb espermatozoide huma. Per tant, ha sigut el primer cop que aquestes proteines
s’han catalogat com espermatiques. A més a més, tal i com s’esperava, es va obtenir un
enriqguiment en proteines amb localitzacid nuclear descrita (39,4%), 72 de les quals es
trobaven dintre del grup de proteines identificades per primer cop com part del proteoma
del gameta masculi. La resta de proteines o es trobaven associades a altres compartiments
o no presentaven dades sobre la seva localitzacié subcel-lular. D’aquesta manera, el fet
d’haver identificat totes aquestes proteines a partir de nuclis espermatics purificats va
proporcionar una primera evidéncia de possible localitzacioé nuclear. Tot i aix0, s’ha de tenir
present que part de les proteines detectades que no sdn conegudes per ser nuclears
podrien haver sigut identificades a causa d’una redistribucid proteica durant el
procediment de subfraccionament. Per tant, seria interessant poder confirmar els resultats
obtinguts en aquest estudi mitjancant la demostracié de la localitzacid nuclear utilitzant
altres técniques, com per exemple per immunofluorescéncia. Aquesta confirmacié seria
especialment important pel que fa a proteines no considerades tradicionalment nuclears.
De la mateixa manera, aquesta confirmacié també esdevindria necessaria per proteines
gue a causa de la seva funcié no es consideraria que podrien formar part de
I’espermatozoide madur. Es el cas de les proteines del ribosoma, les quals formen el segon
grup de proteines més abundant detectat en el proteoma corresponent al nucli de la
cél-lula espermatica (6.7%), després de les histones (9,7%). Aquest resultat va ser inesperat
pel fet que I'espermatozoide madur és una cél-lula transcripcional i traduccionalment inerta
i, tot i que si que podria dur a terme processos de traduccié a partir de la maquinaria
procedent de les mitocondries (Grunewald et al., 2005; Gur and Breitbart, 2006; Baker,
2011), els nuclis espermatics analitzats es trobaven desproveits d’aquestes estructures. A
més a més, el nostre estudi només va arribar a identificar proteines de ribosoma
citoplasmatiques (80S: 60S + 40S), mentre que no es va identificar cap proteina de
ribosoma mitocondrial (55S). La localitzacié nuclear d’aquest grup de proteines es va
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confirmar mitjancant la deteccid per immunofluorescencia d’un representant de la familia,
la 60S ribosomal protein L9 (RPL9). D’aquesta manera, una vegada confirmada la presencia
d’aquest tipus de proteines al nucli de I'espermatozoide huma madur, el seglient pas seria
realitzar estudis per tal de determinar si aquestes proteines sén funcionals o si sén el
resultat d’una eliminacié incompleta de components necessaris durant I’espermatogenesi i
no funcionals en el gameta madur.

Addicionalment, els resultats obtinguts a partir de la descripcié del proteoma nuclear
de I'espermatozoide huma normozoospérmic també han permes confirmar la localitzacié
nuclear ja coneguda d’alguns tipus de proteines, com per exemple les subunitats del
proteasoma (Zimmerman and Sutovsky, 2009) o les proteines SPANX (sperm protein
associated with nucleus in the X chromosome), les quals també han sigut considerades com
possibles marcadors d’infertilitat (Westbrook et al., 2006; Hansen et al., 2010). Per altra
banda, s’han detectat en el nucli espermatic diverses proteines amb funcions estructurals,
com son les citoqueratines (3,7%) i les tubulines (2,7%). També s’han detectat actines i
ciclines. La preséncia d’aquestes proteines pot ser explicada per la seva funcid en la
formacid del cap de I'espermatozoide o en el manteniment d’estructures nuclears. En el cas
de les tubulines s’ha descrit una implicacié en la reaccié acrosomica (Kierszenbaum et al.,
2003; Dvorakova et al., 2005).

Tot i les grans avantatges d’identificacio que ha mostrat la realitzacié d’una técnica
protedmica basada en el subfraccionament de la cel-lula, estudis basats en altres
procediments de subfraccionament han arribat a identificar proteines addicionals. Per
exemple, introduint un nivell més de fraccionament mitjancant la disseccié de la cromatina
espermatica ens ha permes identificar 268 proteines addicionals. D’altra banda, estudis
realitzats per altres grups que han dut a terme una purificacié no només de nuclis si no de
la totalitat del cap de I'espermatozoide mitjangant sonicacié ha resultat en la identificacid
de 469 proteines no identificades en els estudis realitzats en aquesta tesi doctoral (Baker et
al., 2013). En aquest estudi es van identificar un gran nombre de subunitats de proteasoma
i receptors no identificats anteriorment en I'espermatozoide, proporcionant informacié
sobre la interaccié del gameta masculi amb I’exterior (Baker et al., 2013).

Per altra banda, estudis protedmics realitzats a partir de I'’espermatozoide sencer han
arribat a detectar una proporcid de proteines nuclears no identificades en els estudis
enfocats en nucli o cap exclusivament (Martinez-Heredia et al., 2006; Baker et al., 2007; de
Mateo et al., 2007; Wang et al., 2013). D’aquesta manera, es pot observar com depenent
del protocol seguit per a la preparacié de la mostra i dels procediments duts a terme per
realitzar els subfraccionaments, s’afavoreix la identificacié de grups concrets de proteines.
A més a més, i tal i com ja s’ha comentat anteriorment, s’ha de tenir present la possibilitat
d’una redistribucié de proteines durant el procediment i per tant la totalitat de proteines
identificades en els estudis subcel-lulars no seria necessariament nuclear. Per tant,
I'elaboracié d’un cataleg complet de proteines nuclears a partir de tots els estudis realitzats
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fins al moment en la cél-lula espermatica humana ens va semblar necessaria per tal de
completar el coneixement proteic del nucli del gameta masculi. D’aquesta manera hem
arribat a compilar un total de 581 proteines diferents identificades en I'espermatozoide
huma i amb localitzacié nuclear confirmada, ja sigui a partir de les categories de Gene
Ontology a les quals pertanyien, com a partir de la seva nomenclatura i la informacié
continguda en la base de dades UniprotKB. El coneixement d’un llistat complet de proteines
espermatiques nuclears ens va permetre observar com més de la meitat d’aquestes
proteines (56%) es troben potencialment involucrades en funcions que podrien dir-se
epigenetiques o reguladores, ja que es trobarien relacionades amb ['organitzacio i
modificacid de la cromatina, la modificacio d’histones i I’'expressié genica.

Tal i com s’ha comentat en altres seccions d’aquesta tesi doctoral, I'espermatozoide
experimenta dos processos de remodelacié de la cromatina importants per la seva
fisiologia i funcionalitat. En primer lloc, la transici6 d’estructura NH a NP durant
I’espermiogénesi, i en segon lloc, la dissociacié de les protamines després de la fertilitzacio,
per tal de donar lloc a 'associacié d’histones maternes al DNA espermatic (Oliva and
Castillo, 2011a, 2011b; Oliva and de Mateo, 2011). Per tant, sembla logic que el nucli
espermatic presenti un gran nombre de proteines involucrades en aquests esdeveniments,
per tal de mantenir-los, iniciar-los o regular-los. Per altra banda, ja s’ha comentat
anteriorment la importancia funcional que presenten les histones en I'espermatozoide, ja
sigui durant el procés de I'espermatogeénesi com durant la fertilitzacié. Tot i aixi, és
sorprenent arribar a identificar un total de 46 histones i variants d’histones diferents en
una cel-lula que només presenta un 5-15% del seu genoma empaquetat per nucleosomes.
Aguest nombre esdevé encara més destacable quan es té present que cadascuna
d’aquestes histones pot ser modificada de forma diferent, definint el codi d’histones
(Jenuwein and Allis, 2001), el que donaria sentit al gran nombre de modificadors d’histones
també identificats en el nucli espermatic. D’aquesta manera sembla confirmar-se el fet que
les histones, les variants d’histones i les seves modificacions sén un dels majors mediadors
d’heréncia epigenética en I'espermatozoide.

No obstant, la preséncia d’un enriquiment de proteines relacionades amb processos
d’expressié geénica i transcripcié resulta ser una troballa més intrigant. S’"han arribat a
descriure fins a 89 proteines contenidores de dominis zinc finger i bromodomains i 78
factors de transcripcié en I'espermatozoide huma, els quals també podrien ser transmessos
durant la fertilitzacié a I'oocit, i aixi poder dur a terme processos reguladors en aquest
procés i potser també durant el desenvolupament embrionari. De fet, una gran part de les
proteines contenidores de zinc finger sén capaces d’unir-se a les histones i reconeixer les
seves modificacions, de manera que actuen com efectors del codi d’histones (Jenuwein and
Allis, 2001). Dintre d’aquest grup de proteines destaquen els Plant Homeodomain (PHD)
Fingers els quals poden interaccionar i reconeixer modificacions de la histona H3 com
H3K4me3, H3K9me3, H3K36me3, H3K9ac i H3K14ac, necessaries per la regulacid de
I'expressidé génica, la remodelacié dels nucleosomes i la recombinacié (Musselman and
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Kutateladze, 2011). De la mateixa manera, un altre grup d’efectors identificats al nucli
espermatic esta format per proteines amb bromodomains, els quals reconeixen
acetilacions d’histones (Winston and Allis, 1999; Dyson et al., 2001). Algunes d’aquestes
proteines sén importants durant la formacid de I'espermatozoide, com per exemple la
BRDT, la qual és necessaria pel procés de reorganitzacié de la cromatina dependent
d’acetilacié que es déna a I'espermiogénesi (Dhalluin et al., 1999; Pivot-Pajot et al., 2003;
Govin et al., 2004; Moriniere et al., 2009; Dhar et al., 2012). Tot i aix0, aquestes proteines
també podrien estar implicades en processos de regulacié en els primers estadis del
desenvolupament embrionari, com per exemple durant la remodelacid de la cromatina
espermatica per donar lloc a la dissociacié de les protamines. De fet, aquest paper ja ha
sigut proposat pel BRDT (Steilmann et al., 2010).

La preséncia de factors de transcripcid en la cél-lula espermatica madura també
provoca la generacié d’aquesta doble teoria sobre la seva funcionalitat. Com ja s’ha
comentat a la introduccié6 d’aquesta tesi doctoral, la transcripci6 geénica en
I’espermatozoide madur comenca en els estadis inicials de I'espermatogénesi i es manté
activa i regulada per diferents factors de transcripcio especifics de testicle (Sassone-Corsi,
2002), fins la formacié de les espermatides elongades, just abans de la compactacio de la
cromatina en estructures toroidals (Oliva and Castillo, 2011b). Per tant, alguns dels factors
de transcripcio identificats podrien ser proteines importants durant I’espermatogénesi pero
inactives en l'espermatozoide madur. En aquest cas, la seva preséncia no és del tot
insignificant, ja que poden representar un mirall dels processos de diferenciacié que es
donen al testicle proporcionant una gran informacio, de la qual es podria extreure possibles
aplicacions cliniques. En aquest sentit, la identificacid de les vies cel-lulars que podrien
estar actives a partir del proteoma total de |'espermatozoide huma, duta a terme
recentment pel nostre grup (Amaral et al., 2014), va suggerir que la cel-lula espermatica
madura no contenia la maquinaria protedmica suficient per dur a terme processos de
transcripcié. Per tant, la presencia en |'espermatozoide de diferents factors de transcripcio
participants en diverses etapes del procés guiat per la RNA polimerasa Il, com per exemple
la TATA-box binding protein (TBP), subunitats de mediadors de la transcripcié com el TFIID
o factors d’elongacié com el FACT, podria atribuir-se a una eliminacié incompleta d’aquests
components una vegada acabada |'espermatogenesi.

No obstant, que I'espermatozoide no presenti la maquinaria completa per donar lloc
al procés de transcripcié no vol dir que altres factors identificats al nucli espermatic no
puguin estar implicats en funcions de regulacié de I'expressié genica una vegada donada la
fusié amb I'oocit, el qual si que podra iniciar el procés. De fet, s’han identificat factors de
transcripcié dels quals es coneix la seva implicacié en processos de diferenciacid, com les
proteines contenidores de erythroblast transfromation-specific domains, membres de la T-
Box family (Tbx) o proteines contenidores de homeobox DNA binding domains, també
anomenats homeodominis. Entre les proteines amb homeodominis identificades en
I’espermatozoide huma es troben proteines involucrades en el desenvolupament cardiac
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(Iroquois-class homeodomain protein IRX-4), en la formacié de la retina (Homeobox protein
SIX-5), en neurogénesi (ventral anterior homeobox 1 i Homeobox protein cut-like 2) o en la
maduracio i creixement del pulmé (LIM-homeobox protein Lhx4), entre d’altres.

Per altra banda, en el nucli espermatic s’han identificat un gran nombre d’altres
proteines relacionades amb el DNA que també estarien involucrades en les funcions
reguladores enriquides ja esmentades. Serien exemples els enzims responsables de la
regulaciéo de la metilacio6 del DNA (DNA (cytosine-5) methyltransferases, DNMTs) i els
enzims involucrats en la replicacid, reparacié i transcripcid, com DNA polimerases,
helicases, topoisomerases o RNA polimerases, entre d’altres. Aquests enzims podrien
representar romanents derivats de les activitats necessaries durant I'espermatogenesi. No
obstant, i de forma alternativa, també podrien estar relacionats amb canvis estructurals
donats després de la fertilitzacié. Per exemple, la topoisomerasa Il es trobaria involucrada
durant I'espermiogenesi en l'alliberacid de la tensié donada per la superhelicitat dels
nucleosomes, facilitant la transicido de histones a protamines (Roca and Mezquita, 1989;
Yap and Zhou, 2011). De la mateixa manera, un mecanisme invers es podria donar durant la
descondensacié de la cromatina paterna a l'oocit, on l'accié de les topoisomerases
paternes, intactes en el nucli de I'espermatozoide huma madur, podria ser també
necessaria. Per tant, i tot i que les topoisomerases | i Il aillades d’extractes nuclears
d’espermatozoides humans semblen tenir una activitat enzimatica menor que la que es
déna en cel-lules somatiques (Har-Vardi et al., 2007), aquests enzims podrien ser
transmesos a I'oocit i participar en la remodelacié de la cromatina paterna.

A més a més, cal destacar que el cinqué grup de proteines amb més representats
identificat al nucli de I'espermatozoide huma correspon a les ribonucleoproteines,
confirmant d’aquesta manera la troballa obtinguda préviament mitjancant ['estudi
protedmic subcel-lular enfocat en nuclis purificats elaborat en aquesta tesi doctoral (Veure
Objectiu 2.1 i Seccié 4.2.1 de Resultats).

Membres de totes aquestes families de proteines nuclears identificades també es
troben presents en els proteomes nuclears d’espermatozoides de ratoli, rata 0 macaco, tot
i que el nombre de proteines caracteritzades en aquests mamifers és molt menor que en
I’especie humana. Aquesta limitacié en la identificaciéd de proteines podria venir donada
per tres factors. En primer lloc, el nombre d’estudis protedomics basats en tecniques d’alt
rendiment com la LC-MS/MS que compleixin els criteris de qualitat minims establerts en
aquesta tesi doctoral, per tal d’evitar la inclusié de falsos positius en I'estudi, va resultar
bastant petit. A més a més, entre les proteines identificades en els estudis inclosos a
I"analisi existeix un gran nombre de proteines catalogades com hipotetiques o predites, les
guals no presentaven una informacié exacta sobre la seva funcié o localitzacio subcel-lular.
Per ultim, existeix una falta d’estudis protedomics enfocats en el nucli de I'espermatozoide,
els quals augmentarien el nUmero de proteines caracteritzades en els diferents tipus de
cel-lules espermatiques. De fet, I'Unic estudi en el que es va dur a terme protedmica
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subcel-lular, i que es troba inclos en aquest analisi, va consistir en I'aillament de caps
d’espermatozoide de rates exposades a quimioterapia per cancer de prostata. De forma
interessant, aquest estudi va reportar modificacions epigenétiques en el grup de rates
problema consistent en una reduccié dels nivells de protamines i un augment de diferents
variants d’histones (Maselli et al., 2012).

Tot i aquestes limitacions, a partir de I'analisi de termes de GO relacionats amb
processos bioldgics es va arribar a posar de manifest en el proteoma nuclear de
I'espermatozoide muri un enriquiment en proteines involucrades en processos de
remodelacié de la cromatina. Per tant, resultaria necessari dur a terme més estudis basats
en tecniques protedomiques de gran rendiment enfocats en el nucli espermatic d’espécies
models per tal de poder determinar quin és el perfil proteic nuclear conservat del nucli de
I'espermatozoide, el qual podra donar llum a la contribuciéd del gameta masculi en la
fertilitzacio i el desenvolupament.

5.3. Perfils de nucleoproteines diferents segons [I'afinitat de les
proteines cap a la cromatina espermatica

Un estudi més detallat de les proteines espermatiques nuclears que es troben
associades a la cromatina espermatica va permetre caracteritzar en aquesta tesi doctoral, i
per primer cop en |'espermatozoide huma, dos grups de proteines espermatiques que
diferien segons l'afinitat de la seva unié a la cromatina de I'espermatozoide. D’aquesta
manera, al voltant del 95% de les proteines identificades van ser total o parcialment
extretes després d’un tractament sali amb NaCl 0,65 M, el qual és capag¢ de dissociar
histones del DNA (Gatewood et al.,, 1987; Gardiner-Garden et al., 1998; Wykes and
Krawetz, 2003; Arpanahi et al., 2009). En canvi, 26 proteines es van mantenir a la fraccié
insoluble, unides fortament a la cromatina juntament amb les protamines.

A més a més de la funcidé de proteccié ja comentada i confirmada per les protamines,
aquestes proteines desenvolupen un paper estructural important condensant el DNA en
compactes toroides (Oliva, 2006; Carrell et al.,, 2008). De la mateixa manera, una gran
proporcié de les proteines identificades en la Fl presenten funcions estructurals, recolzant
la importancia d’aquesta activitat en el gameta masculi i en la seva funcionalitat. Per altra
banda, i de forma contraria a la resta d’histones, es va observar que la variant d’histona
H2A.X també resultava resistent a I'extraccié salina. Com ja s’ha comentat anteriorment
(Veure Seccié 1.2.2. de la Introduccid), I'H2A.X sembla estar involucrada en el
reconeixement i resposta del dany al DNA durant I'espermatogénesi (Celeste et al., 2003;
Fernandez-Capetillo et al., 2003a) i en la inactivacié dels cromosomes sexuals (Fernandez-
Capetillo et al., 2003b). No obstant, recentment també s’ha observat la preséncia d’aquesta
variant d’histona en regions silenciades d’heterocromatina en cél-lules somatiques (Soldi
and Bonaldi, 2013). Aquesta distribucié diferencial en cél-lules somatiques es trobaria
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relacionada amb la localitzacid especifica d’aquesta histona detectada en aquesta tesi
doctoral, ja que I’'heterocromatina podria equivaldre a la també silenciada Fl de la
cromatina espermatica.

La composicid proteica de la FS, en canvi, va resultar molt més complexa amb un gran
nombre de proteines, les quals a la vegada es troben involucrades en funcions diverses. Per
exemple, el grup amb més representants va ser aquell format per proteines implicades en
la sintesi, modificacié, empaquetament i degradacié de proteines. Dins d’aquest grup es
pot trobar un gran nombre de proteines relacionades amb el proteasoma i ubiquitines, fet
que coincideix amb els resultats obtinguts a partir de I'analisi del proteoma de nuclis
espermatics aillats dut a terme a l'objectiu 2.1 d’aquesta tesi doctoral i comentat
anteriorment. A més a més, i de forma interessant, a part de la seva implicacié en la
degradacio proteica, algunes de les proteines incloses en aquest grup podrien estar també
relacionades amb processos reguladors, com es el cas de la subunitat del proteasoma
PSMA7 o les ubiquitines, les quals s’han associat a la regulacié de I'expressié génica i la
proliferacié cel-lular (Murray et al., 1998; Ferdous et al., 2001; Du et al., 2009).

De fet, la FS, a diferencia de la Fl, es troba formada per diverses proteines associades
a possibles funcions considerades com epigenetiques. D’aquesta manera, |'analisi
d’enriquiment en termes GO va mostrar una representacié significativa de les categories
DNA packaging i nucleosome organization, deguda tant a la identificacié de diverses
variants d’histones diferents com d’altres proteines que podrien estar duent a terme una
funcié relacionada. Un exemple seria la proteina SET (també anomenada I2PP2A), la qual és
considerada una xaperona d’histones implicada tant en la formacid dels nucleosomes com
també en la desestabilitzacid d’aquests, fet que suggeriria una relacidé tant amb la
remodelacié de la cromatina que es déna durant I'espermatogénesi, com la que es déna
després de la fertilitzacid. A més a més, aquesta funcid afavoriria I'activacié de processos
cel-lulars com la replicacid, la reparacié o la transcripcié del DNA (Muto et al., 2007). Per
altra banda, la proteina SET/I2PP2A, expressada de forma extensa en diverses linies
cel-lulars humanes, també es trobaria relacionada amb I'acetilacié d’histones, evitant aixi la
unio d’acetilases i incrementant I’activacio de la regié de la cromatina on es troba associada
(Adachi et al., 1994; Fan et al., 2002).

Pel que fa al contingut d’histones de I'espermatozoide, tal i com s’ha comentat
anteriorment, aquestes representarien una marca epigenética en el DNA espermatic
necessaria per processos que tenen lloc durant el desenvolupament embrionari primerenc.
D’aquesta manera, les histones modificades H3K4me2 o H3K4me3 podrien estar
especialment associades a regions de DNA enriquides en promotors de gens del
desenvolupament, mentre que la modificaci6 H3K27me3 es trobaria relacionada amb
promotors de gens silenciats (Hammoud et al., 2009). D’aquesta manera, la caracteritzacié
de diferents proteines en la FS de la cromatina espermatica capaces de reconéixer aquestes
modificacions covalents donaria suport a una possible funcié epigenética d’aquesta
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distribucié proteica especifica (segons I'afinitat per la cromatina), tal i com es suggereix en
aquesta tesi doctoral. Una proteina d’alt interes relacionada amb aquest aspecte és la
Histone lysine demethylase PHF8, la qual és un component de la subfamilia KDM de PHD
fingers (Klose et al., 2006) que no havia sigut identificada en I’espermatozoide huma en cap
estudi anterior. En cel-lules somatiques, en canvi, s’ha estudiat per la seva implicacié en la
progressio del cicle cel-lular, transcripcié, desenvolupament neuronal i la organitzacié del
citoesquelet (Feng et al., 2010; Zhu et al., 2010; Asensio-Juan et al., 2012). Part de l'interes
en aquesta proteina espermatica resideix en el fet que es troba constituida per dos
dominis, per una banda el domini zinc finger capa¢ de reconeixer la marca d’activacio
H3K4me3 (Feng et al., 2010; Horton et al., 2010), i per I'altra banda el domini Jumoniji-C
(JmjC) amb activitat desmetilasa. Especificament, aquest domini JmjC actua sobre la
H3K9me2, la qual es troba principalment associada a la inactivacié de la transcripcié (Feng
et al., 2010; Suganuma and Workman, 2010; Zhu et al., 2010). D’aquesta manera, la PHF8
podria ser capa¢ de desmetilar aquestes lisines, les quals podrien ser a la vegada acetilades,
el que portaria a un increment en I'activacié transcripcional (Fortschegger et al., 2010; Zhu
et al., 2010). Es per aquest motiu que estudis addicionals dirigits especificament a la PHF8
serien necessaris per tal de comprovar la funcié especifica d’aquesta proteina en
I’espermatozoide, sent interessant poder identificar si es troba associada a gens especifics
relacionats amb processos de desenvolupament.

De forma contraria a la distribucio de proteines diferents a histones i a protamines al
llarg de la cromatina, estudiada per primer cop en I'espermatozoide en aquesta tesi
doctoral, la distribucié génica si que ha sigut extensament estudiada i establerta, tant en
espermatozoides humans com de ratoli (Gatewood et al., 1987; Gardiner-Garden et al.,
1998; Zalenskaya et al., 2000; Wykes and Krawetz, 2003; Arpanahi et al., 2009; Hammoud
et al.,, 2009; Brykczynska et al., 2010; Vavouri and Lehner, 2011; Erkek et al., 2013).
D’aquesta manera, la seqlienciacié dels gens presents en la fraccié rica d’histones
mitjangant deep genome sequencing ens va permetre comprovar el correcte fraccionament
de la cromatina duta a terme en aquesta tesi doctoral i confirmar aixi la correcta obtencid
de dos grups de proteines amb caracteristiques diferents. Aquests resultats per tant,
reforcarien la teoria de la participacié del gameta masculi en la transmissié de informacié
epigenética, a més a més de la genética, a la seglient generacié (Krawetz, 2005; Miller et
al., 2010; Yamauchi et al., 2011; Carrell, 2012; Jenkins and Carrell, 2012a, 2012b;
Schagdarsurengin et al., 2012; Jodar et al., 2013). A més a més, podriem suggerir que
aquesta contribucié paterna no només inclouria els perfils de metilacié del DNA, les
modificacions de les histones o el contingut d’RNAs, si no també una estructura de la
cromatina Unica amb una distribucid de gens no donada a l'atzar i un contingut de
proteines diferents segons la seva afinitat al DNA. El nucli de I'espermatozoide, per tant,
contindria per una banda diverses proteines encarregades en el manteniment de la
estructura unica i especial de la cromatina espermatica que es trobarien associades al DNA
mitjancant unions més fortes, i, per altra banda, una gran varietat de variants d’histones,
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factors de transcripcio, proteines associades a la cromatina i proteines modificadores de la
cromatina, les quals es trobarien unides de forma més debil al DNA, el que podria resultar
en un alliberament d’aquestes en I'oocit una vegada donada la fertilitzacié. D’aquesta
manera, tots aquests factors podrien trobar-se constituint nivells addicionals d’informacio
epigenética en I'embrid, a la vegada que podrien participar en processos del
desenvolupament embrionari primerenc, com és la remodelaci6 de la cromatina
espermatica en el pronucli masculi o la regulacié de la transcripcidé i expressié de gens
paterns que es troben empaquetats per nucleosomes.
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Les conclusions derivades dels resultats obtinguts en aquesta tesi doctoral son les
seglents:

1. La quantitat total de protamines, analitzada a partir dels quocients protamina/DNA i
P1/P2, en espermatozoides de pacients infértils que cursen tecniques de
reproduccié assistida, es troba inversament relacionada amb el dany en el DNA
espermatic. Aquest fet es troba en coheréncia amb la funcid de proteccié del
material genétic patern proposada per les protamines.

2. S’ha posat a punt un sistema per tal de detectar protamines de forma intacta (no
digerides per proteases) mitjancant técniques protedomiques basades en
espectrometria de masses, fet que ha estat possible degut a la petita grandaria
d’aquestes proteines. Amb aquesta estrategia, més sensible que I'analisi classic
mitjancant electroforesi acida i tincid, s’ha aconseguit identificar possibles
fosforilacions, acetilacions i metilacions presents en les seqlieéncies de la protamina
1i2 humanes.

3. L’estudi de la composicié del nucli de I'espermatozoide huma normal mitjangant les
tecniques de protedmica subcel-lular aplicades en aquesta tesi doctoral ha permeés
identificar un total de 403 proteines a partir de I'analisi del nucli i 495 després del
fraccionament de la cromatina espermatica. En total, s’han arribat a identificar 670
proteines diferents, una gran proporcié de les quals no havia estat identificada
anteriorment com a part de la ceél-lula espermatica.

4. S’han dut a terme dos meétodes alternatius per a la disseccié de la cromatina
espermatica; un mitjancant tractament sali amb NaCl 0,65 M i 'altre fraccionant la
cromatina amb nucleasa micrococal. Des de la perspectiva de I'analisi protedmic el
metode d’extraccid salina ha resultat ser més eficient que el de disseccié mitjangant
nucleasa micrococal, permetent la identificaci6 d’'un nombre més elevat de
proteines.

5. L'espermatozoide huma normozoospérmic presenta dos grups de proteines
nuclears amb composicid i caracteristiques diferents segons la seva afinitat per la
cromatina espermatica (mesurada per la capacitat de ser extretes amb NaCl 0,65M).
Per una banda, la fraccid proteica insoluble a NaCl 0,65 M, estaria formada
majoritariament per proteines estructurals. Per altra banda, la fraccié proteica
soluble estaria formada per proteines involucrades en metabolisme proteic i
processos reguladors de la cromatina.

6. La variant d’histona H2A.X ha resultat ser la Unica variant d’histona identificada en
I’espermatozoide huma madur en aquesta tesi doctoral que és resistent a I'extraccio
salina amb NaCl 0.65M i, per tant, que es troba present a la fraccié insoluble de la
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cromatina espermatica. Aquest fet es trobaria en coheréncia amb la distribucio
diferencial de la H2A.X amb una principal associacié a regions silenciades del DNA
observada en cel-lules somatiques.

7. Entre les proteines extretes amb NaCl 0,65 M s’han identificat factors de
transcripcio, proteines amb dominis zinc finger com la PHF8 (identificada per primer
cop en la cél-lula espermatica en aquest estudi), proteines relacionades amb el DNA
com la SET/I2PP2A i altres nucleoproteines amb funcions reguladores i
potencialment epigenétiques.

8. L’analisi de les proteines espermatiques identificades en aquesta tesi doctoral i de
totes les publicades en altres estudis protedmics fins I'actualitat, ha permes
elaborar el proteoma nuclear de I'espermatozoide huma més complet fins al
moment, format per 581 proteines diferents, establint les bases per a estudis futurs.
Aguest proteoma es troba format per una complexa combinacid d’histones, variants
d’histones, modificadors d’histones, factors de transcripcid, proteines que
s’associen a la cromatina i proteines que modifiquen la cromatina, els quals podrien
ser alliberats a I'0dcit. Aquesta composicié proteica també es trobaria present en
espermatozoides d’especies models de mamifers.

L’aplicacié de metodes de proteomica subcel-lulars en aquesta tesi doctoral ha resultat ser
una eina d’utilitat per tal d’incrementar el coneixement del nucli de I'espermatozoide huma
normal. Aquests resultats obren portes a la possibilitat d’estudiar les proteines
identificades en més detall, ja sigui com a marcadors del procés d’espermatogénesi i
maduracié de I'espermatozoide, com en quant a la seva implicacié potencial en processos
del desenvolupament embrionari primerenc. Per exemple, en la remodelacié de la
cromatina paterna després de la fertilitzacid, en la reprogramacié de I'embrié o en la
regulacié de I'expressié de gens del desenvolupament que es troben associats a les regions
més accessibles del DNA espermatic.
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Taula Suplementaria 8.1. Llistat de proteines identificades per espectrometria de masses a partir de
I’analisi de nuclis aillats d’espermatozoides normozoospérmics.

Num. Protein
Nom del gen Descripcio de la proteina d’accés coverage Peptids
UniprotKB (%)
TMEMS89 Transmembrane protein 89 A2RUT3 6.9 2
TRYX2 Probable inactive trypsin-X2 A4D1T9 10.6 2
C20rf70 UPF0573 protein C20rf70 A6NJV1 11.9 2
cDNA, FLJ92258, highly similar to Homo sapiens HMG2
FLJ92258 like (LOC127540), mRNA B2R4X7 22 3
FLI79229 cDNA, FLU79229, highly similar to Lactotransferrin (EC B7ZALS 4 )
3.4.21.-)
HCG1816075 / Putative uncharacterized protein
hCG_1816075 ENSP00000392689 C9J1J8 14 2
PSMD11 26S proteasome non-ATPase regulatory subunit 11 000231 16.8 7
PSMD14 26S proteasome non-ATPase regulatory subunit 14 000487 40.3 11
PDXK Pyridoxal kinase 000764 15.7 3
GAPDHS Glyc?r.aldehyde-3—phosphate dehydrogenase, testis- 014556 279 9
specific
PSMA7 Proteasome subunit alpha type-7 014818 39.1 5
LAMAS Laminin subunit alpha-5 015230 0,5 2
PSMD3 26S proteasome non-ATPase regulatory subunit 3 043242 135 6
MAP3K7 Mitogen-activated protein kinase kinase kinase 7 043318 8.6 4
IDH3B Isc?citrate dghydrogenase [NAD] subunit beta, 043837 291 7
mitochondrial
NME2P1 Putative nucleoside diphosphate kinase 060361 33.6 3
DPM1 Dolichol-phosphate mannosyltransferase 060762 13.1 2
ZNF354A Zinc finger protein 354A 060765 4,5 4
HISTIH2BK  Histone H2B type 1-K 060814 53.6 3
DNAJB6 DnaJ homolog subfamily B member 6 075190 23.6 5
H2AFY Core histone macro-H2A.1 075367 15.9 3
CS Citrate synthase, mitochondrial 075390 7.1 4
GPC4 Glypican-4 075487 3.1 2
BANF1 Barrier-to-autointegration factor 075531 51.7 6
SPAG6 Sperm-associated antigen 6 075602 3.9 2
PIAS2 E3 SUMO-protein ligase PIAS2 075928 9.0 3
CABYR Calciu.m-binding tyrosine phosphorylation-regulated 075952 6.5 3
protein
AKAP3 A-kinase anchor protein 3 075969 2.7 2
PSMG1 Proteasome assembly chaperone 1 095456 13.9 3
BRP44 Brain protein 44 095563 33.1 3
LDHA L-lactate dehydrogenase A chain P00338 37.7 13
SOD1 Superoxide dismutase [Cu-Zn] P00441 25.3 3
KRT14 Keratin, type | cytoskeletal 14 P02533 20.6 3
KRT6A Keratin, type Il cytoskeletal 6A P02538 20 8
APOE Apolipoprotein E P02649 8.2 3
APCS Serum amyloid P-component P02743 32.7 10
ALB Serum albumin P02768 8.4 3
LTF Lactotransferrin P02788 18.6 13
FTH1 Ferritin heavy chain P02794 224 4
ALDOA Fructose-bisphosphate aldolase A P04075 22.0 6
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Num. Protein
Nom del gen Descripcio de la proteina dtacces coverage Paptids
UniprotKB (%)

KRT1 Keratin, type Il cytoskeletal 1 P04264 34.6 17
SEMG1 Semenogelin-1 P04279 55.4 22
TUBB4 Tubulin beta-4 chain P04350 40 7
GAPDH Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase P04406 66.0 28
PRM2 Protamine-2 P04554 41.2 3

HISTIH2AB  Histone H2A type 1-B/E P04908 58 3

ARG1 Arginase-1 P05089 9.3 2

S100A8 Protein S100-A8 P05109 35.5 4
SLC25A5 ADP/ATP translocase 2 P0O5141 26.8 7

MPO Myeloperoxidase P0O5164 9.8 5

KRT8 Keratin, type Il cytoskeletal 8 P05787 3 4
ATP5B ATP synthase subunit beta, mitochondrial P06576 33 7
S100A9 Protein $100-A9 P06702 49.1 6

ENO1 Alpha-enolase P06733 28.8 8
NPM1 Nucleophosmin P06748 26.5 9

HIST1H2BJ  Histone H2B type 1-J P06899 35.7 2

PGK2 Phosphoglycerate kinase 2 P07205 44.6 17

KLK3 Prostate-specific antigen P07288 6.1 2
ANXA2 Annexin A2 P0O7355 18.0 5

TUBB Tubulin beta chain P07437 11.9 5

LDHC L-lactate dehydrogenase C chain P07864 43.4 16

HSP90AA1  Heat shock protein HSP 90-alpha P07900 12.3 10
HNRNPC Heterogeneous nuclear ribonucleoproteins C1/C2 P07910 10.5 3

CTSG Cathepsin G P0O8311 17.3 5
PDHAL Pyruva}e dehydrpgenase El component subunit alpha, P08559 13.1 5

somatic form, mitochondrial

cyca Cytochrome c1, heme protein, mitochondrial P08574 23.1 5

KRT7 Keratin, type Il cytoskeletal 7 P08729 4.5 2
KRT16 Keratin, type | cytoskeletal 16 P08779 24.9 4
H2AFZ Histone H2A.Z POCOS5 53.9 4

HISTIH2AG  Histone H2A type 1 POCOS8 58 3
H2AFB1 Histone H2A-Bbd type 1 POC5Y9 53.9 4
H2AFB2 Histone H2A-Bbd type 2/3 POC520 75.7 7

ACR Acrosin P10323 21.6 18
HSPAS 78 kDa glucose-regulated protein P11021 5 3

PDHB Py.ruvate de.hydrogenase E1 component subunit beta, P11177 75 )

mitochondrial
ACADM M.edium-ch?in specific acyl-CoA dehydrogenase, P11310 36.3 12
mitochondrial
SLC25A4 ADP/ATP translocase 1 P12235 7.4 2
SLC25A6 ADP/ATP translocase 3 P12236 24.8 2
PIP Prolactin-inducible protein P12273 26.0 4

EEF2 Elongation factor 2 P13639 5.2 3
KRT10 Keratin, type | cytoskeletal 10 P13645 41.8 18
KRT13 Keratin, type | cytoskeletal 13 P13646 23.1 7

KRTS Keratin, type Il cytoskeletal 5 P13647 10.0 3

ALAD Delta-aminolevulinic acid dehydratase P13716 145 2
PKM2 Pyruvate kinase isozymes M1/M2 P14618 9.8 5

HSP90B1 Endoplasmin P14625 3.7 3
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Num. Protein
Nom del gen Descripcio de la proteina d’accés coverage Paptids
UniprotKB (%)
GLUL Glutamine synthetase P15104 23.6 13
PGAM?2 Phosphoglycerate mutase 2 P15259 19.4 7
ACPP Prostatic acid phosphatase P15309 11.9 3
NME1 Nucleoside diphosphate kinase A P15531 26.3 3
RPS2 40S ribosomal protein S2 P15880 13.3 3
DSP Desmoplakin P15924 2.1 3
H2AFX Histone H2A.x P16104 58.0 2
ACADS Shprt-chain .specific acyl-CoA dehydrogenase, P16219 320 17
mitochondrial

GOT1 Aspartate aminotransferase, cytoplasmic P17174 259 8
PRKACA cAMP-dependent protein kinase catalytic subunit alpha  P17612 151 5
PSMC3 26S protease regulatory subunit 6A P17980 23.2 8
RPL7 60S ribosomal protein L7 P18124 43.5 11
RPL17 60S ribosomal protein L17 P18621 13.6 2
RCC1 Regulator of chromosome condensation P18754 27.8 12
KRT15 Keratin, type | cytoskeletal 15 P19012 12 3
KRT4 Keratin, type Il cytoskeletal 4 P19013 5 2
CSNK2A2 Casein kinase Il subunit alpha' P19784 5.4 2
PSMB1 Proteasome subunit beta type-1 P20618 64.7 15
HISTIH2AD  Histone H2A type 1-D P20671 32 2
FLG Filaggrin P20930 20.0 31
GSTM3 Glutathione S-transferase Mu 3 P21266 24.9 4
VDAC1 Voltage-dependent anion-selective channel protein 1 P21796 16.3 5
RPS4Y1 40S ribosomal protein S4, Y isoform 1 P22090 23.2 4
UBA1l Ubiquitin-like modifier-activating enzyme 1 P22314 5.4 3
NME2 Nucleoside diphosphate kinase B P22392 33.6 3
HIST1H1T Histone H1t P22492 25.6 6
PPIB Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase B P23284 28.2 5
WARS Tryptophanyl-tRNA synthetase, cytoplasmic P23381 7.9 2
HISTIH2BO Histone H2B type 1-O P23527 35.7 2
ATP5F1 ATP synthase subunit b, mitochondrial P24539 12.5 2
AZGP1 Zinc-alpha-2-glycoprotein P25311 29.8 6
DNAJB1 DnaJ homolog subfamily B member 1 P25685 25.6 7
PSMA1 Proteasome subunit alpha type-1 P25786 63.9 24
PSMA2 Proteasome subunit alpha type-2 P25787 54.3 13
PSMA3 Proteasome subunit alpha type-3 P25788 46.7 18
PSMA4 Proteasome subunit alpha type-4 P25789 30.7 13
RPL13 60S ribosomal protein L13 P26373 30.3 7
EEF1G Elongation factor 1-gamma P26641 5.5 2
CALR Calreticulin P27797 14 2
PSMAS5S Proteasome subunit alpha type-5 P28066 35.7 8
PSMB4 Proteasome subunit beta type-4 P28070 52.3 9
PSMB6 Proteasome subunit beta type-6 P28072 31.8 6
PSMB5 Proteasome subunit beta type-5 P28074 48.3 12
LAP3 Cytosol aminopeptidase P28838 11 4
SERPINB3 Serpin B3 P29508 31.5 13
EEF1D Elongation factor 1-delta P29692 9.3 2
PDHA2 Pyruvate dehydrogenase E1 component subunit alpha, 29803 201 8

testis-specific form, mitochondrial
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PEBP1 Phosphatidylethanolamine-binding protein 1 P30086 22.5 3
PDIA3 Protein disulfide-isomerase A3 P30101 13.9 6
RPL9 60S ribosomal protein L9 P32969 333 4
HIST1H2BB  Histone H2B type 1-B P33778 35.7 2
KRT9 Keratin, type | cytoskeletal 9 P35527 404 7
MYH10 Myosin-10 P35580 2.1 2
TIMP3 Metalloproteinase inhibitor 3 P35625 9.5 2
cyLcl Cylicin-1 P35663 5.7 7
KRT2 Keratin, type Il cytoskeletal 2 epidermal P35908 39.7 12
PSMC2 26S protease regulatory subunit 7 P35998 14.5 5
RPL4 60S ribosomal protein L4 P36578 24.1 10
PPP1CC Serine/.threonir.le-protein phosphatase PP1-gamma P36873 152 4
catalytic subunit
GNL1 Guanine nucleotide-binding protein-like 1 P36915 6.1 2
Dihydrolipoyllysine-residue succinyltransferase
DLST component of 2-oxoglutarate dehydrogenase complex,  P36957 38.2 18
mitochondrial
GPXA Phospholipif:i hydroperoxide glutathione peroxidase, P36969 401 12
mitochondrial
TALDO1 Transaldolase P37837 30.3 15
RPL3 60S ribosomal protein L3 P39023 24.6 11
RPL13A 60S ribosomal protein L13a P40429 30.0 6
MDH?2 Malate dehydrogenase, mitochondrial P40926 40.5 12
PSMC4 26S protease regulatory subunit 6B P43686 24.6 10
VDAC2 Voltage-dependent anion-selective channel protein 2 P45880 32.0 12
RPS9 40S ribosomal protein S9 P46781 48.5 14
ATP50 ATP synthase subunit O, mitochondrial P48047 19.7 3
PSMD8 26S proteasome non-ATPase regulatory subunit 8 P48556 16.0 3
CENPA Histone H3-like centromeric protein A P49450 16.4 3
PSMB3 Proteasome subunit beta type-3 P49720 44.4 8
PSMB2 Proteasome subunit beta type-2 P49721 47.3 9
IDH3A Isc?citrate dghydrogenase [NAD] subunit alpha, P50213 19.9 3
mitochondrial
PSMD7 26S proteasome non-ATPase regulatory subunit 7 P51665 16.7 6
PGD 6-phosphogluconate dehydrogenase, decarboxylating P52209 13.7 4
SLC25A1 Tricarboxylate transport protein, mitochondrial P53007 18.6 3
CRISP1 Cysteine-rich secretory protein 1 P54107 12.9 4
HSPA2 Heat shock-related 70 kDa protein 2 P54652 335 18
VCP Transitional endoplasmic reticulum ATPase P55072 38.0 23
MANF Mesencephalic astrocyte-derived neurotrophic factor P55145 28.5 5
ATP5J2 ATP synthase subunit f, mitochondrial P56134 25.5 3
H2BFS Histone H2B type F-S P57053 53.6 3
MLF1 Myeloid leukemia factor 1 P58340 54.9 11
HIST1IH2BD Histone H2B type 1-D P58876 57.1 3
TPI1 Triosephosphate isomerase P60174 48.2 11
PSMAG Proteasome subunit alpha type-6 P60900 45.1 20
RAB2A Ras-related protein Rab-2A P61019 12 2
RPS3A 40S ribosomal protein S3a P61247 17.8 4
PSME3 Proteasome activator complex subunit 3 P61289 394 9
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RPL15 60S ribosomal protein L15 P61313 51.5 15
RPL27 60S ribosomal protein L27 P61353 43.4 5
RPL37A 60S ribosomal protein L37a P61513 37.0 4
RPS7 40S ribosomal protein S7 P62081 155 2
PPP1CA Serine/.threonir?e—protein phosphatase PP1-alpha P62136 124 3
catalytic subunit
PPP1CB Serine/.threonir)e—protein phosphatase PP1-beta P62140 124 3
catalytic subunit
CALM1/2/3  Calmodulin P62158 16.8 2
PSMC1 26S protease regulatory subunit 4 P62191 13.2 4
PSMC5 26S protease regulatory subunit 8 P62195 34.5 14
RPS8 40S ribosomal protein S8 P62241 31.2 6
RPS18 40S ribosomal protein S18 P62269 20.4 3
SNRPD1 Small nuclear ribonucleoprotein Sm D1 P62314 27.7 2
PSMC6 26S protease regulatory subunit S10B P62333 33.7 13
RPL7A 60S ribosomal protein L7a P62424 7.9 2
RPS6 40S ribosomal protein S6 P62753 11.2 2
HIST4H4 Histone H4 P62805 68.0 34
HISTIH2BC  Histone H2B type 1-C/E/F/G/I P62807 53.6 3
RAN GTP-binding nuclear protein Ran P62826 25.0 5
RPS24 40S ribosomal protein S24 P62847 20.3 2
RPS25 40S ribosomal protein S25 P62851 17.6 2
RPL10A 60S ribosomal protein L10a P62906 13.4 3
UBB Ubiquitin P62988 77.6 9
TRA2B Transformer-2 protein homolog beta P62995 10.4 2
YWHAZ 14-3-3 protein zeta/delta P63104 23.7 4
ACTG1 Actin, cytoplasmic 2 P63261 29.6 9
UBE2I SUMO-conjugating enzyme UBC9 P63279 20.3 3
CSNK2B Casein kinase Il subunit beta P67870 14.4 3
EEF1A1 Elongation factor 1-alpha 1 P68104 5.6 3
TUBB2C Tubulin beta-2C chain P68371 11.9 5
CSNK2A1 Casein kinase Il subunit alpha P68400 28.1 9
HIST1H3A Histone H3.1 P68431 28.7 6
H3F3 Histone H3.3 P84243 28.7 6
CYCs Cytochrome ¢ P99999 56.2 7
TFAM Transcription factor A, mitochondrial Q00059 443 13
KRT76 Keratin, type Il cytoskeletal 2 oral Q01546 3 3
PFKP 6-phosphofructokinase type C Q01813 5.1 3
SEMG2 Semenogelin-2 Q02383 24.9 13
RPL6 60S ribosomal protein L6 Q02878 13.9 3
SLC25A11  Mitochondrial 2-oxoglutarate/malate carrier protein Q02978 7.0 2
DST Bullous pemphigoid antigen 1 Q03001 14 3
TLE4 Transducin-like enhancer protein 4 Q04727 6.6 4
SSBP1 Single-stranded DNA-binding protein, mitochondrial Q04837 68.2 12
PRDX1 Peroxiredoxin-1 Q06830 43.2 7
RPL18 60S ribosomal protein L18 Q07020 24.5 5
SFRS1 Splicing factor, arginine/serine-rich 1 Q07955 11.7 3
IFRD2 Interferon-related developmental regulator 2 Q12894 7.2 3
PRDX4 Peroxiredoxin-4 Q13162 40.6 10
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TUBB3 Tubulin beta-3 chain Q13509 6.5 2
TUBA3C Tubulin alpha-3C/D chain Q13748 13.6 3
BLMH Bleomycin hydrolase Q13867 9 3
TUBB2A Tubulin beta-2A chain Q13885 11.9 5
CCIN Calicin Q13939 7.5 4
CYLC2 Cylicin-2 Q14093 15.8 5
TRIP12 Probable E3 ubiquitin-protein ligase TRIP12 Q14669 1.2 2
ODF1 Outer dense fiber protein 1 Q14990 8.8 2
PSME4 Proteasome activator complex subunit 4 Q14997 1.9 2
SuUz12 Polycomb protein SUZ12 Q15022 3.8 2
PTGES3 Prostaglandin E synthase 3 Q15185 125 2
PPP1R7 Protein phosphatase 1 regulatory subunit 7 Q15435 5.0 2
TOMM34 Mitochondrial import receptor subunit TOM34 Q15785 12.9 2
HIST3H3 Histone H3.1t Q16695 28.7 6
DECR1 2,4-dienoyl-CoA reductase, mitochondrial Q16698 12.8 3
HIST2H2AC  Histone H2A type 2-C Q16777 63.6 3
HIST2H2BE  Histone H2B type 2-E Q16778 35.7 2
NDUFA9 NADH dehydrogengse [upiquinone] 1alpha Q16795 9.2 10
subcomplex subunit 9, mitochondrial
UGP2 UTP--glucose-1-phosphate uridylyltransferase Q16851 28.0 14
DGUOK Deoxyguanosine kinase, mitochondrial Q16854 13.4 2
C190rf36 Uncharacterized protein C190rf36 Q1zyL8 9.1 2
SPANX-C SPANX-C Q32WiJ3 73 13
SPANX-B SPANX-B Q32WN1 55 12
Bifunctional ATP-dependent dihydroxyacetone

DAK kinase/FAD-AMP lyase (cyclizing) Q3LXA3 13.7 4
ODF2 Outer dense fiber protein 2 Q5BIJF6 3.5 3
FLG2 Filaggrin-2 Q5D862 2.0 2
KKLC1 Kita-kyushu lung cancer antigen 1 Q5H943 30.1 3
ZNF766 Zinc finger protein 766 Q5HY98 9.0 2
AKAP4 A-kinase anchor protein 4 Q5JQC9 21.2 19
C200rf107  Uncharacterized protein C200rf107 Q5JX69 38.0 3
C200rf106  Uncharacterized protein C200rf106 Q5JX71 38.0 7
HIST2H2BF  Histone H2B type 2-F Q5QNW6 57.1 3
C6orfl10 Uncharacterized protein C6orf10 Q5SRN2 6.9 7
C6orf81 Uncharacterized protein C6orf81 Q5T9G4 18.5 3
HIST2H3PS2 Histone H3 Q5TEC6 19 9
EEF1AL3 Putative elongation factor 1-alpha-like 3 Q5VTEO 32.7 15
LARP1B La-related protein 1B Q659C4 4,5 2
C2orfl6 Uncharacterized protein C2orf16 Q68DN1 1.7 2
CYB5R2 NADH-cytochrome b5 reductase 2 Q6BCY4 54.7 13
HIST2H2AA  Histone H2A type 2-A Q6FI13 63.6 3
FAM166A  Protein FAM166A Q6J272 7.6 2
DPY19L2 Protein dpy-19 homolog 2 Q6NUT2 8.7 5
- Putative 60S ribosomal protein L13a-like MGC87657 Q6NVV1 18.6 2
TMEMS53 Transmembrane protein 53 Q6P2H8 10.5 2
TUBA3E Tubulin alpha-3E chain Q6PEY2 13.6 3
MORN3 MORN repeat-containing protein 3 Q6PF18 11.2 2
ZPBP2 Zona pellucida-binding protein 2 Q6X784 12.7 4



8. Annexos

Num. Protein
Nom del gen Descripcio de la proteina d’accés coverage Paptids
UniprotKB (%)
FLJ16831 cDNA FLJ16831 fis, clone TESTI2046536 Q6ZMMO 20 3
C90rf144B  Transmembrane protein C9orf144B Q67U69 2.4 2
H3FM Histone H3.2 Q71DI3 28.7 6
TUBA1A Tubulin alpha-1A chain Q71U36 13.6 3
H2AFV Histone H2A.V Q71UI19 53.9 4
H1FNT Testis-specific H1 histone Q75WM6 34.5 8
ASRGL1 L-asparaginase Q71266 15.9 4
DCXR L-xylulose reductase Q724W1 16.0 2
TMCO2 Transmembrane and coiled-coil domain-containing Q7Z6W1 324 7
protein 2
EVC2 Limbin Q86UK5 3.7 3
SLC25A42  Solute carrier family 25 member 42 Q86VD7 23.0 5
CAND1 Cullin-associated NEDD8-dissociated protein 1 Q86VP6 2.4 2
NIT1 Nitrilase homolog 1 Q86X76 5.5 2
KRT73 Keratin, type Il cytoskeletal 73 Q86Y46 4 4
HRNR Hornerin Q86YZ3 2.8 2
HIST2H2AB  Histone H2A type 2-B Q8IUE6 30.0 3
VRK3 Serine/threonine-protein kinase VRK3 Q8IV63 11.4 8
FAM71A Protein FAM71A Q8IYT1 11.8 7
C7orf6l Uncharacterized protein C7orf61 Q8IZ16 33.0 6
HIST3H2BB  Histone H2B type 3-B Q8N257 35.7 2
FTMT Ferritin, mitochondrial Q8N4E7 42.6 9
SCCPDH Probable saccharopine dehydrogenase Q8NBXO0 18.4 7
C9orf24 Uncharacterized protein C9orf24 Q8NCR6 27.9 11
NPEPL1 Probable aminopeptidase NPEPL1 Q8NDH3 6.7 2
ACRBP Acrosin-binding protein Q8NEB7 8.7 3
SYNE1 Nesprin-1 Q8NF9I1 1 6
NUP37 Nucleoporin Nup37 Q8NFH4 7.7 2
CMAS N-acylneuraminate cytidylyltransferase Q8NFWS8 5.5 2
DNAJB8 Dnal homolog subfamily B member 8 Q8NHS0 27.2 4
PSMAS8 Proteasome subunit alpha type-7-like QS8TAA3 52.3 12
SPANXE Sperm protein associated with the nucleus on the X Q8TAD1 485 3
chromosome E
NPLOC4 Nuclear protein localization protein 4 homolog Q8TAT6 5.3 3
GDAP1 fanglioside-induced differentiation-associated protein Q8TB36 15.9 5
FAM71B Protein FAM71B Q8TC56 29.8 31
FNDC8 Fibronectin type Il domain-containing protein 8 Q8TC99 18.2 5
SLCIALA Solute carrier family 2, facilitated glucose transporter Q8TDBS 8.1 3
member 14
GNPDA2 Glucosamine-6-phosphate isomerase 2 Q8TDQ7 13.4 3
Cl60rf78 Uncharacterized protein C160rf78 Q8WTQ4 7.2 2
PTPMT1 Protein-tyrosine phosphatase mitochondrial 1 Q8WUKO0 16.9 2
RNF138 E3 ubiquitin-protein ligase RNF138 Q8wWvD3 14.7 3
TEKT4 Tektin-4 Q8WWwW24 21 7
HMGB4 High mobility group protein B4 Q8WW32 43.0 12
DNAJC9 Dnal homolog subfamily C member 9 Q8WXX5 56.2 16
RSPH1 Radial spoke head 1 homolog Q8WYR4 19.1 6

TMEM190 Transmembrane protein 190 Q8WZ59 7.9 2
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GGH Gamma-glutamyl hydrolase Q92820 26.7 9
UFD1L Ubiquitin fusion degradation protein 1 homolog Q92890 17.9 5
HISTIH2AC Histone H2A type 1-C Q93077 63.1 2
HISTIH2BH  Histone H2B type 1-H Q93079 57.1 3
PSMG2 Proteasome assembly chaperone 2 Q969U7 12.1 4
TEKT1 Tektin-1 Q969v4 48.3 18
TSH2B Histone H2B type 1-A Q96A08 69.3 7
OTUB2 Ubiquitin thioesterase OTUB2 Q96DC9 18.8 3
NUDT16 U8 snoRNA-decapping enzyme Q96DEO 21.0 2
Cdorfa3 UPF0534 protein C4orf43 QO96EY4 20.7 3
DYNLL2 Dynein light chain 2, cytoplasmic Q96FJ2 20.2 2
REEP6 Receptor expression-enhancing protein 6 Q96HR9 12.5 2
LYzL4 Lysozyme-like protein 4 Q96KX0 15.8 2
CAPZA3 F-actin-capping protein subunit alpha-3 Q96KX2 9.0 3
RPL10OL 60S ribosomal protein L10-like Q96121 17.8 2
FAMS81B Protein FAM81B Q96LP2 53 2
TEKTS Tektin-5 Q96M29 11.1 7
PACRG Parkin coregulated gene protein Q96M98 9.8 2
NT5C1B Cytosolic 5'-nucleotidase 1B Q96P26 8.7 3
TSSK2 Testis-specific serine/threonine-protein kinase 2 Q96PF2 11.2 5
ZNF317 Zinc finger protein 317 Q96PQ6 15 6
HISTIH2AA  Histone H2A type 1-A Q96QV6 351 7
PSMB7 Proteasome subunit beta type-7 Q99436 30.3 7
PARK7 Protein DJ-1 Q99497 323 4
HIST1H4G Histone H4-like protein type G Q99525 14 9
PHB2 Prohibitin-2 Q99623 18.4 4
HISTIH2BN  Histone H2B type 1-N Q99877 57.1 3
HISTIH2BM  Histone H2B type 1-M Q99879 57.1 3
HISTIH2BL  Histone H2B type 1-L Q99880 57.1 3
BAG1 BAG family molecular chaperone regulator 1 Q99933 7.8 2
TUBA1C Tubulin alpha-1C chain Q9BQE3 42 10
ZPBP Zona pellucida-binding protein 1 Q9BS86 28.5 10
COPs4 COP9 signalosome complex subunit 4 Q9BT78 6.2 2
AARSD1 Alanyl-tRNA editing protein Aarsd1 QO9BTEb6 7.3 2
TUBB6 Tubulin beta-6 chain Q9BUF5 22 6
KATNB1 Katanin p80 WD40-containing subunit B1 Q9BVAO 5.8 4
TUBB2B Tubulin beta-2B chain Q9BVA1 11.9 5
DPCD Protein DPCD Q9BVM2 13.3 2
FUNDC2 FUN14 domain-containing protein 2 Q9BWH2 12.2 2
CHID1 Chitinase domain-containing protein 1 Q9BWS9 21.6 6
PHF7 PHD finger protein 7 Q9BWX1 17.1 4
TSSK6 Testis-specific serine/threonine-protein kinase 6 Q9BXA6 13.9 3
TEKT3 Tektin-3 Q9BXF9 54.1 36
SPANXD Sperm protein associated with the nucleus on the X QIBXNG 485 3
chromosome D

LDHAL6B L-lactate dehydrogenase A-like 6B Q9BYZ2 36.2 12
GTPBP4 Nucleolar GTP-binding protein 1 Q9BZE4 5.7 3
Clorf128 UPF0424 protein Clorf128 Q9GZP4 15.2 2
KIAA1683 Uncharacterized protein KIAA1683 Q9HOB3 12.5 10
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SLC25A31 ADP/ATP translocase 4 Q9HOC2 33.3 9
RIBC2 RIB43A-like with coiled-coils protein 2 Q9H4K1 6.1 2
BANF2 Barrier-to-autointegration factor-like protein Q9H503 37.8 4
ACTR8 Actin-related protein 8 Q9H981 11.9 5

NMNAT1 Nicotinamide mononucleotide adenylyltransferase 1 Q9HAN9 13.6 4
ROPN1 Ropporin-1A Q9HATO 25.0 5
RDH14 Retinol dehydrogenase 14 Q9HBH5 13.1 3

SLC25A19  Mitochondrial thiamine pyrophosphate carrier Q9HC21 19.7 8

RANGRF Ran guanine nucleotide release factor Q9HD47 15.1 2
BRD7 Bromodomain-containing protein 7 Q9NPI1 8.8 3
ACOT13 Acyl-coenzyme A thioesterase 13 QI9NPJ3 15.7 2

SDR39U1 Epimerase family protein SDR39U1 QINRG7 10.7 2
AAAS Aladin Q9NRG9 3.5 2

SPANXB1 Sperm protein associated with the nucleus on the X QONS25 796 7

chromosome B/F
SPANXAL Sperm protein associated with the nucleus on the X QINS26 46.4 11
chromosome A
LANCL2 LanC-like protein 2 QI9NS86 5.8 2
CUTC Copper homeostasis protein cutC homolog QINTM9 35.2 10
TMEM38B  Trimeric intracellular cation channel type B QI9NVVO 10.3 2
SPANXC Sperm protein associated with the nucleus on the X QINY87 670 4
chromosome C
TECR Trans-2,3-enoyl-CoA reductase Q9NZ01 13.3 6
MAT2B Methionine adenosyltransferase 2 subunit beta Q9NZL9 10.2 2
THYN1 Thymocyte nuclear protein 1 Q9P016 15.1 3
SLC25A10  Mitochondrial dicarboxylate carrier Q9UBX3 23.0 5
NIPSNAP3A  Protein NipSnap homolog 3A Q9UFNO 17.8 3
TES Testin QoUGI8 6.7 2
TEKT2 Tektin-2 Q9UIF3 16.3 6
NUDT5 ADP-sugar pyrophosphatase Q9UKK9 11.4 2
BAG5 BAG family molecular chaperone regulator 5 Q9UL15 24.8 8
DNPEP Aspartyl aminopeptidase Q9ULAO 27 7
OAZ3 Ornithine decarboxylase antizyme 3 Q9UMX2 8.0 2
PSMD13 26S proteasome non-ATPase regulatory subunit 13 Q9UNM6 12.8 3
CAMK2A CaIcium/calmodulin-dependent protein kinase type Il QoUQM7 18 7
subunit alpha
VDAC3 Voltage-dependent anion-selective channel protein 3 Q9Y277 33.2 11
TP53TG5 TP53-target gene 5 protein Q9oY2B4 13.4 3
AMDHD2 Putative N-acetylglucosamine-6-phosphate Q9Y303 51 )
deacetylase
ACTL7A Actin-like protein 7A Q9Y615 6.9 3
GPC6 Glypican-6 Q9Y625 3.1 2
MTCH2 Mitochondrial carrier homolog 2 Q9Y6C9 20.5 4
hCG1645967 - 12 4
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8.3. Informacio suplementaria corresponent als resultats de I’objectiu 2.2

Taula Suplementaria 8.3.1. Llistat de proteines identificades per espectrometria de masses a partir de
I’analisi de les fraccions soluble i insoluble obtingudes després de I’extraccié amb NaCl 0,65 M.

dI:laL::r:(S:s Descripcio de la proteina CF;:Z:gge # Peptids # # # MW calc.
UniprotKB (%) unics Peptids PSMs AAs [kDa] pl

Fraccio soluble de la cromatina espermatica (475)

Q6NUT2 Protein dpy-19 homolog 2 36,28 24 24 193 758 87,3 9,10
Nuclear pore membrane

Q5VU65 . . 21,40 32 32 40 1888 210,5 7,50
glycoprotein 210-like
Uncharacterized protein
Q9HOB3 KIAA1683 13,14 11 11 13 1180 127,6 10,23
QouFHp DYnein heavy chain 17, 3,03 9 10 10 4485 511,5 577
axonemal
Q92523 Carnitine Q-palmltoyltransferase 13,99 9 9 10 772 877 862
1, muscle isoform
Q16531 DNA damage-binding protein 1 8,77 9 9 9 1140 126,99 5,26
Q9BTX1 Nucleoporin NDC1 11,28 5 5 7 674 76,3 9,09
Q9BVGY9 Phosphatidylserine synthase 2 16,02 6 6 8 487 56,2 6,25
Q13939 Calicin 14,97 8 8 8 588 66,5 8,18
Q13733 Sodium/potassium-transporting 10,40 6 7 7 1029 1141 664

ATPase subunit alpha-4
POC5Z0 Histone H2A-Bbd type 2/3 66,96 5 5 6 115 12,7 10,67
Transitional endoplasmic

P55072 . 9,43 5 6 7 806 893 526
reticulum ATPase
Q8TDBS Solute carrier family 2, facilitated 11,73 6 6 7 50 563 7,83
glucose transporter member 14
Q9NZ01 Trans-2,3-enoyl-CoA reductase 25,32 8 8 8 308 36,0 9,45
P28074 Proteasome subunit beta type-5 22,81 5 5 6 263 28,5 6,92
POCG47 Polyubiquitin-B 56,33 4 4 6 229 25,7 7,43
Q96A08 Histone H2B type 1-A 26,77 4 4 6 127 14,2 10,32
p23634 lasmamembrane calcium- 6,61 5 5 5 1241 1378 6,60
transporting ATPase 4
P08779 Keratin, type | cytoskeletal 16 13,95 2 6 6 473 51,2 5,05
p16615 “orcoplasmic/endoplasmic 6,91 5 5 6 1042 1147 534
reticulum calcium ATPase 2
P13646 Keratin, type | cytoskeletal 13 13,97 2 6 6 458 49,6 4,96
Q14997 Protea.some activator complex 3,36 4 4 5 1843 2112 690
subunit 4
Q04695 Keratin, type | cytoskeletal 17 12,04 1 5 5 432 48,1 5,02
Q6P1A2 ;ysophosphol|p|d acyltransferase 11,09 5 5 5 487 560 869
Q6UW68 Transmembrane protein 205 20,63 3 3 5 189 21,2 8,62
B7ZAQ6 Golgi pH regulator A 13,85 4 4 455 529 9,28
Q8TAA3 Proteasome subunit alpha type- 26,17 5 5 5 256 285 898

7-like
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27732 Solute carrier family 2, facilitated 8,18 4 4 5 501 549 6,04
glucose transporter member 5

Qoesgy Myeloid-associated 10,25 2 2 4 32 353 815
differentiation marker

Q9NQT6 Fascin-3 10,64 4 4 5 498 56,6 7,72

Q96QV6 Histone H2A type 1-A 29,77 1 3 4 131 14,2 10,86

Q96QE4 Leucw.1e-r|ch repeat-containing 4,75 4 4 5 947 1055 491
protein 37B

Q9Y3EO Vesicle transport protein GOT1B 18,84 3 3 4 138 15,4 10,36

p1g754 Legulator of chromosome 13,78 5 5 5 421 449 7,52
condensation
Alpha-1,2-glucosyltransferase

Q5BKT4 ALG10-A 6,13 2 2 3 473 556 9,29
Phospholipid hydroperoxide

P36969 glutathione peroxidase, 17,77 3 3 4 197 22,2 8,37
mitochondrial

QINVVO Trimeric intracellular cation 14.43 3 3 4 201 325 9,06
channel type B

P62826 GTP-binding nuclear protein Ran 21,30 4 4 4 216 24,4 7,49

P53985 Monocarboxylate transporter 1 5,80 2 2 3 500 53,9 8,66
Uncharacterized protein

Q5JX69 C200rf107 22,81 2 3 3 171 19,5 8,84

014520 Aquaporin-7 9,94 3 3 3 342 37,2 8,95

p33947 ER lumen protein retaining 13,21 2 2 3 212 244 872
receptor 2
Dolichyl-

pago77 CiPhosphooligosaccharide-- 5,67 4 4 4 705 80,5 8,07
protein glycosyltransferase
subunit STT3A

Q96KK5 Histone H2A type 1-H 27,34 1 3 3 128 13,9 10,89

Qoo325 Fhosphate carrier protein, 8,56 3 3 3 362 40,1 9,38
mitochondrial

Q9HIS3 Protelp transp.ort protein Sec61 8,61 ) ) 3 476 522 8,06
subunit alpha isoform 2

P62805 Histone H4 29,13 3 3 3 103 114 11,36

043247 265 proteasome non-ATPase 7,30 3 3 3 534 609 844
regulatory subunit 3

P27487 Dipeptidyl peptidase 4 4,96 3 3 766 88,2 6,04

Q9HOC2 ADP/ATP translocase 4 7,94 1 2 315 35,0 9,89

O14683 | umor protein pS3-inducible 13,23 2 2 2 189 21,0 9,55
protein 11

Q8TC56 Protein FAM71B 4,30 605 64,7 9,48

Q9GZP9 Derlin-2 17,15 239 27,5 7,28

P20648 Potassmm—transportmg ATPase 3,96 1 ) ) 1035 1140 5,81
alpha chain 1

Q96RN1 Testis anion transporter 1 2,78 2 2 2 970 108,99 6,24
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Qsnoug  Vtamin K epoxide reductase 11,36 2 2 2 176 198 9,13
complex subunit 1-like protein 1
075352 Mannose-P-dgllchoI utilization 9,72 ) ) 2 247 266 894
defect 1 protein
Qgoaeg 253 Proteasome non-ATPase 4,20 2 2 2 953 1058 5,39
regulatory subunit 1
Q5IX71 Uncharacterized protein 12 87 1 ) ) 171 196 942
C200rf106 ! ! !
P05141 ADP/ATP translocase 2 7,05 1 298 32,9 9,74
P29218 Inositol monophosphatase 1 7,22 2 277 30,2 5,26
000400 Acetyl-coenzyme A transporter 1 6,56 2 549 60,9 7,33
Q9H3K2 Growth hormone-mdu_able 5,80 ) 5 5 345 372 994
transmembrane protein
Q81216 Uncharacterized protein C7orf6l1 10,68 2 2 2 206 23,8 10,40
QsNFwg \-acvineuraminate 4,61 2 2 2 434 483 7,93
cytidylyltransferase
Q9P225 Dynein heavy chain 2, axonemal 0,66 1 2 2 4427 507,4 6,37
P28070 Proteasome subunit beta type-4 6,82 2 2 2 264 29,2 5,97
P99999 Cytochrome c 23,81 2 2 2 105 11,7 9,57
Q6NXT2 Histone H3.3C 11,85 2 2 2 135 15,2 11,11
Q5JQC9 A-kinase anchor protein 4 2,34 2 2 2 854 944 6,96
Q75WM6 Testis-specific H1 histone 9,41 2 2 2 255 28,1 11,78
asevpe Cullin-associated NEDDS- 21,71 18 18 20 1230 1363 5,78
dissociated protein 1
O6o30g  Leucine-rich repeat-containing ., 5 11 11 16 1634 180,5 5,31
protein 37A3
Q96JB1 Dynein heavy chain 8, axonemal 4,32 15 16 16 4490 514,3 6,32
000410 Importin-5 12,67 8 10 14 1097 123,5 4,94
P19367 Hexokinase-1 15,92 14 14 16 917 102,4 6,80
P26640 Valyl-tRNA synthetase 14,79 12 12 13 1264 1404 7,59
Q9NTJ4 Alpha-mannosidase 2C1 13,08 10 10 10 1040 115,8 6,57
p22314 Ubiquitin-like modifier-activating 11,25 7 7 7 1058 1178 576
enzyme 1
Q8TEX9 Importin-4 8,51 6 1081 118,6 4,96
043847 Nardilysin 7,83 7 1150 131,5 5,00
075928 E3 SUMO-protein ligase PIAS2 15,78 7 621 68,2 7,52
Q92621 Nuclear pore complex protein 328 6 6 6 2012 2278 619
Nup205
Quaeeo robable E3 ubiquitin-protein 3,46 5 5 5 1992 2203 8,48
ligase TRIP12
Q5SRE5  Nucleoporin NUP188 homolog 3,60 5 5 5 1749 1959 6,73
Q93009 Ubiquitin carboxyl-terminal 4,81 5 5 5 1102 1282 555
hydrolase 7
014980 Exportin-1 4,76 3 3 1071 123,3 6,06
Q13200 26S proteasome non-ATPase 5,73 3 4 908 100,1 5,20
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regulatory subunit 2

P14625 Endoplasmin 5,23 3 3 3 803 92,4 4,84

Q9UPP1 Histone lysine demethylase PHF8 5,19 4 4 4 1060 117,8 38,72

P53396 ATP-citrate synthase 4,36 3 3 3 1101 120,8 7,33

Q13748 Tubulin alpha-3C/D chain 9,56 3 3 3 450 499 5,10

Q68DN1 Uncharacterized protein C2orf16 1,92 3 3 3 1984 224,2 10,08

QsJRX3 resequence protease, 3,09 3 3 3 1037 1174 6,98
mitochondrial

psagsy Heatshockrelated 70 kDa 3,60 1 2 2 639 700 5,74
protein 2

Q14525 Keratin, type I cuticular Ha3-lI 3,96 1 2 2 404 46,2 4,84

Q96JQ2 Calmin 3,59 3 3 3 1002 111,6 4,94

P07900 Heat shock protein HSP 90-alpha 33,47 13 23 31 732 846 5,02

Q9UIA9 Exportin-7 24,75 21 21 24 1087 123,8 6,32

P02788 Lactotransferrin 24,08 15 15 19 710 78,1 8,12

P08238 Heat shock protein HSP 90-beta 26,93 3 16 20 724 83,2 5,03

P55060 Exportin-2 19,16 12 12 16 971 110,3 5,77

Qo221g 2 -Oxoslutarate dehydrogenase, 4, 10 10 12 1023 1159 6,86
mitochondrial

Q9HOK4 Radial spoke head protein 6 17.43 8 8 9 717 80,9 439
homolog A

pasg7s UPlquitin carboxyl-terminal 16,78 10 10 10 858 957 5,03
hydrolase 5

Q14974 Importin subunit beta-1 14,04 8 8 9 876 97,1 4,78
Uncharacterized protein

Q68CQ1 Clorf175 4,91 5 5 5 1323 145,6 6,99

P27824 Calnexin 11,32 5 5 5 592 67,5 4,60

p1379g /\cylamino-acid-releasing 7,79 5 5 5 732 812 548
enzyme

P14314 Glucosidase 2 subunit beta 10,23 5 5 5 528 59,4 4,41

Q9UGPS Translocation protein SEC63 776 5 5 5 760 87,9 531
homolog

Qgo7gg Aconitate hydratase, 7,69 4 4 4 780 854 7,61
mitochondrial

P12821 Angiotensin-converting enzyme 2,99 4 1306 149,6 6,39

P13639 Elongation factor 2 4,66 3 858 95,3 6,83

QsisTe o _hand domain-containing 4,41 3 3 3 749 873 7,37
family member C2

Q13618 Cullin-3 4,95 3 3 3 768 88,9 8,48

Q9H2T7 Ran-binding protein 17 2,76 2 2 2 1088 124,3 6,44

POCG48 Polyubiquitin-C 32,85 2 2 2 685 77,0 7,66

P10253 Lysosomal alpha-glucosidase 4,10 2 2 2 952 105,3 5,99

QoNsga  'SOleUCYHtRNA synthetase, 3,06 2 2 2 1012 113,7 7,20
mitochondrial

POCOS5 Histone H2A.Z 12,50 2 2 2 128 13,5 10,58
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095757 Heat shock 70 kDa protein 4L 2,98 2 2 2 839 945 5,88
P11169 Solute carrier family 2, facilitated 323 ) ) ) 496 539 7,20
glucose transporter member 3
QsTATg uclearprotein localization 23,68 12 12 19 608 681 6,38
protein 4 homolog
P11021 78 kDa glucose-regulated protein 33,79 14 17 20 654 723 5,16
p1114p Heatshock cognate 71 kDa 27,40 6 13 18 646 70,9 5,52
protein
Q01813 6-phosphofructokinase type C 22,32 12 13 17 784 85,5 7,55
P08107 Heat shock 70 kDa protein 1A/1B 23,56 4 10 11 641 70,0 5,66
P02538 Keratin, type Il cytoskeletal 6A 18,79 1 10 15 564 60,0 8,00
P34931 Heat shock 70 kDa protein 1-like 18,88 2 9 10 641 70,3 6,02
Q9UKUO EO"g'Cha'”'fatty'ac'd"mA ligase 1 23 11 12 12 697 77,7 7,43
P33121 iO"g'Cha'”'fatty'ac'd"mA ligase 51 06 10 12 12 698 77,9 7,15
P27797 Calreticulin 25,90 8 8 12 417 48,1 4,44
P41250 Glycyl-tRNA synthetase 15,43 7 7 9 739 831 7,03
Q6UWU2 Beta-galactosidase-1-like protein 17,13 8 8 9 654 74,1 8,92
Qsivig  CF-hand domain-containing 12,19 7 7 8 640 739 616
protein 1
pagg3g | Trunctional enzyme subunit 11,40 7 7 7 763 829 9,04
alpha, mitochondrial
p233eg |\AD-dependentmalicenzyme, , gq 6 6 7 584 654 7,61
mitochondrial
Dihydrolipoyllysine-residue
P10515 acetyltransferase component of 10,05 5 5 5 647 690 7,84
pyruvate dehydrogenase
complex, mitochondrial
P02768 Serum albumin 10,18 6 6 6 609 693 6,28
015355 Protein phosphatase 1G 10,62 5 5 5 546 59,2 4,36
Q5BJF6  Outer dense fiber protein 2 5,91 4 4 4 829 95,3 7,62
Q9UNNS5 FAS-associated factor 1 8,92 5 5 5 650 73,9 4,88
095573 ;ong—cha|n—fatty—aC|d—-CoA ligase 778 4 4 4 720 804 838
Q61A69 Glutamine-dependent NAD(+) 722 4 4 4 706 79,2 6,44
synthetase
Q15046 Lysyl-tRNA synthetase 6,20 3 3 3 597 68,0 6,35
1-phosphatidylinositol-4,5-
Q86YWO bisphosphate phosphodiesterase 5,92 3 3 3 608 70,4 9,04
zeta-1
qsTasg  Armadillorepeat-containing 3,07 2 2 2 1044 1156 7,77
protein 4
Dvnein i . in2
Q9GZ50 ynein intermediate chain 2, 727 3 3 3 605 688 474
axonemal
P17987 T-complex protein 1 subunit 5,04 2 2 3 556 60,3 6,11
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alpha

Q13620 Cullin-4B 4,16 3 3 3 913 1039 7,37

09583y APOPtosis-inducing factor 1, 6,04 3 3 3 613 669 895
mitochondrial

P08237 S\;EZOSphofructokmase, muscle 3,72 5 3 3 780 851 7,99

Q5SRN2  Uncharacterized protein C6orf10 5,15 3 563 61,6 9,32

P68371 Tubulin beta-2C chain 6,74 2 445 49,8 4,89

ps4136 ATBMYIRNA synthetase, 5,30 2 2 2 660 753 6,68
cytoplasmic

P13667 Protein disulfide-isomerase A4 3,57 2 645 72,9 5,07

P15104 Glutamine synthetase 7,51 2 373 420 6,89

P43155 Carnitine O-acetyltransferase 4,31 2 626 70,8 8,44
Bifunctional ATP-dependent

Q3LXA3 dihydroxyacetone kinase/FAD- 5,74 2 2 3 575 58,9 7,49
AMP lyase (cyclizing)
Succinate dehydrogenase

P31040 [ubiquinone] flavoprotein 3,61 2 2 2 664 72,6 7,39
subunit, mitochondrial

Q8TB22 Spermatogenesis-associated 3,44 ) ) ) 786 87.8 743
protein 20

Q9BVA1 Tubulin beta-2B chain 39,33 15 40 445 499 4,89

P07437 Tubulin beta chain 40,54 15 35 444 49,6 4,89

P30101 Protein disulfide-isomerase A3 46,34 21 21 25 505 56,7 6,35

P06744 Glucose-6-phosphate isomerase 41,94 15 15 21 558 63,1 8,32
Dihydrolipoyllysine-residue
succinyltransferase component

P36957 of 2-oxoglutarate 24,50 9 9 25 453 48,7 8,95
dehydrogenase complex,
mitochondrial

014556 Clveeraldehyde-3-phosphate 51,47 12 12 15 408 445 819
dehydrogenase, testis-specific

Q3ZCM7 Tubulin beta-8 chain 17,12 1 7 16 444 49,7 4,89

Qiessy UI°-lucose-l-phosphate 34,84 13 13 15 508 569 815
uridylyltransferase

Q96RQY9 L-amino-acid oxidase 29,45 13 13 15 567 62,8 8,68
Succinyl-CoA:3-ketoacid-

Q9BYC2 coenzyme A transferase 2, 24,76 9 9 13 517 56,1 7,14
mitochondrial

Qsnph3 Probable aminopeptidase 24,67 9 9 12 523 558 687
NPEPL1 ! ! !

Q9BXF9 Tektin-3 30,41 12 12 13 490 56,6 7,34
Putative tubulin beta chain-like

A6NKZ8 protein ENSP00000290377 11,83 1 5 12 372 41,7 4,87

P48668 Keratin, type Il cytoskeletal 6C 18,44 1 10 12 564 60,0 8,00

Q14410 Glycerol kinase 2 21,88 7 10 11 553 60,6 5,77
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Q8WW?24 Tektin-4 23,45 9 9 10 435 50,6 6,44
P28838 Cytosol aminopeptidase 25,05 10 10 10 519 56,1 7,93
Q96M29 Tektin-5 18,97 8 8 9 485 56,3 7,14
UV excision repair protein
P54727 RAD23 homolog B 28,61 7 8 9 409 43,1 4,84
Q9ULAO Aspartyl aminopeptidase 28,00 8 8 9 475 524 7,42
P62191 Z2165 protease regulatory subunit 2523 7 3 9 440 492 6,21
Qieap1 293 Proteasome non-ATPase 21,03 6 6 7 504 562 548
regulatory subunit 5
Q14409 Putative glycerol kinase 3 13,74 3 6 553 60,6 6,39
000505 Importin subunit alpha-3 20,92 6 521 57,8 4,94
p25705 ATP synthase subunit alpha, 14,47 6 6 6 553 597 9,13
mitochondrial
000629 Importin subunit alpha-4 9,98 1 3 4 521 579 4,96
QINNW7 Th'loredoxm' reductase 2, 5,92 3 3 4 524 565 750
mitochondrial
Q9UIF3  Tektin-2 13,72 4 4 5 430 49,6 5,55
P55209 l'?';ecfosome assembly protein 1- -, 5 3 4 4 391 453 4,46
P52292 Importin subunit alpha-2 7,56 2 2 3 529 57,8 5,40
P50991 ;:lf;np'ex protein 1 subunit 13,36 4 4 4 539 579 7,83
Q9UHL4 Dipeptidyl peptidase 2 11,18 4 4 4 492 543 6,32
P08727 Keratin, type | cytoskeletal 19 10,25 1 4 4 400 44,1 5,14
000232 26S proteasome non-ATPase 9,87 3 3 3 456 52,9 765

regulatory subunit 12
Q9Y265 RuvB-like 1 8,99 3 3 3 456 50,2 6,42
Dihydrolipoyl dehydrogenase,

P09622 . . 7,66 3 3 3 509 54,1 7,85
mitochondrial

Q8IV63 Serine/threonine-protein kinase 6,96 3 3 3 474 528 904
VRK3

Quzsgs 'Merferon-related 7,24 2 2 2 442 480 6,84
developmental regulator 2

Q2M215 Keratin, type | cytoskeletal 24 5,52 1 3 3 525 55,1 4,96

000519 Fatty-acid amide hydrolase 1 5,70 2 2 2 579 63,0 7,66

P10323 Acrosin 6,41 2 2 2 421 45,8 9,07

P15289 Arylsulfatase A 5,92 2 2 2 507 53,6 6,07
UV excision repair protein

P54725 RAD23 homolog A 10,74 1 2 2 363 396 4,58

Q9BWX1 PHD finger protein 7 6,30 2 381 43,7 8,18

000391 Sulfhydryl oxidase 1 3,48 2 2 2 747 82,5 8,92

Q99733 ::'k”ecfosome assembly protein1- ¢ -, 1 2 2 375 428 4,69

P06733 Alpha-enolase 54,38 11 14 25 434 47,1 7,39
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ps2209 ©-Phosphogluconate _ 38,72 14 14 20 483 531 7,23
dehydrogenase, decarboxylating
P17980 éis protease regulatory subunit -, o, 15 15 19 439 492 524
P43686 égs protease regulatory subunit -, o, 13 13 19 418 473 5721
P26641 Elongation factor 1-gamma 47,14 16 16 22 437 50,1 6,67
Q9BQE3 Tubulin alpha-1C chain 40,31 1 11 15 449 49,9 5,10
075602 Sperm-associated antigen 6 27,50 9 9 11 509 554 6,83
P35998 §6S protease regulatory subunit 5, 2 12 12 14 433 486 5,95
Q13867 Bleomycin hydrolase 25,27 8 8 11 455 52,5 6,27
BAG family molecular chaperone
regulator 5 OS=Homo sapiens
Q9uUL15 GN=BAGS PE=1 SV=1 - 21,25 6 6 8 447 51,2 6,05
[BAG5_HUMAN]
P50395 E:faGDP dissociation inhibitor 1753 6 6 g 445 506 6,47
pogs76 AT Synthase subunit beta, 18,71 7 7 7 529 565 540
mitochondrial
Q15084 Protein disulfide-isomerase A6 18,86 5 5 6 440 48,1 5,08
pss03g 20> Proteasome non-ATPase 23,61 6 6 6 377 40,7 4,79
regulatory subunit 4
QsNBxo ropable saccharopine 22,84 6 6 6 429 47,1 9,14
dehydrogenase
Qonwuyy > -oxoacyl-[acyl-carrier-protein] ) o, 5 5 5 459 488 7,66
synthase, mitochondrial
Q9BT22 Chitobiosyldiphosphodolichol 16,16 6 6 7 464 525 723
beta-mannosyltransferase
Q969Vv4 Tektin-1 10,53 4 4 5 418 48,3 6,37
Dolichyl-
p3ggs  CIPhosphooligosaccharide-- 12,50 5 5 5 456 50,8 6,55
protein glycosyltransferase 48
kDa subunit
P48637 Glutathione synthetase 9,70 4 4 5 474 52,4 5,92
P68104 Elongation factor 1-alpha 1 10,61 5 5 5 462 50,1 9,01
Qswwz Dna) homolog subfamily A 12,59 3 4 4 397 448 7,59
member 4
P31153 ?—adenosylmethlonlne synthase 9,87 3 3 3 395 436 648
isoform type-2
P23258 Tubulin gamma-1 chain 12,64 3 3 3 451 51,1 6,14
QoHpcy Adipocyte plasma membrane- -, 5, 3 3 3 416 465 6,16
associated protein
Q6ZQQ2 Protein FAM75D1 2,60 2 3 1576 175,5 8,85
Q9UNZ2 NSFL1 cofactor p47 10,00 3 3 370 40,5 5,10
P04066 Tissue alpha-L-fucosidase 7,30 2 3 466 53,7 6,84
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Q9H8M7 Protein FAM188A 11,24 3 3 3 445 49,7 4,77

094973 AP-2 complex subunit alpha-2 4,79 2 2 2 939 103,9 6,96

Q9Y230 RuvB-like 2 7,34 3 3 3 463 51,1 5,64

Q14156 Protein EFR3 homolog A 3,90 2 2 2 821 929 6,70

P60900 Emteasome subunitalpha type- 5 2 2 2 246 274 6,76

P08910 Abhy(?lrolase domain-containing 5,41 ) ) ) 425 483 6,70
protein 2

P50336 Protoporphyrinogen oxidase 9,01 2 2 2 477 50,7 8,16
NEDD9-interacting protein with

Q8TDZ2 calponin homology and LIM 3,56 2 2 2 1067 117,8 6,40
domains

ap2se  Dudl seedficity protein 4,15 2 2 2 554 633 857
phosphatase CDC14C ’ ! !

000231 255 proteasome non-ATPase 5,21 2 2 2 422 474 648
regulatory subunit 11

P62195 ;65 protease regulatory subunit 3251 g 9 15 406 456 7,55

Qis00g 255 proteasome non-ATPase 39,59 13 13 16 389 455 562
regulatory subunit 6

p11319 Medium-chain specific acyl-CoA 5, ., 11 11 13 421 46,6 837
dehydrogenase, mitochondrial

P07205 Phosphoglycerate kinase 2 29,74 9 9 11 417 44,8 8,54

po7954 Fumarate hydratase, 17,65 6 6 6 510 546 876
mitochondrial

075390 Citrate synthase, mitochondrial 17,17 5 5 5 466 51,7 8,32

P60709 Actin, cytoplasmic 1 14,67 3 4 5 375 41,7 5,48

Q8WYR4 Radial spoke head 1 homolog 17,15 4 4 4 309 35,1 4,63

P49841 Glycogen synthase kinase-3 beta 17,86 3 3 3 420 46,7 8,78

Q9NRGY Aladin 10,07 4 4 4 546 59,5 7,50

Qisazs Frotein phosphatase 1 10,56 3 3 3 360 415 4,91
regulatory subunit 7

Q9Y4P3  Transducin beta-like protein 2 6,71 3 3 3 447 49,8 9,44

P23526 Adenosylhomocysteinase 8,33 3 3 3 432 47,7 6,34

P68366 Tubulin alpha-4A chain 7,59 1 2 2 448 49,9 5,06

QINY65 Tubulin alpha-8 chain 7,57 1 2 2 449 50,1 5,06

paz76s > Ketoacyl-CoAthiolase, 7,30 2 2 2 397 419 809
mitochondrial

075874 Isocitrate c.jehydrogenase [NADP] 5,80 5 5 5 414 466 7,01
cytoplasmic

Q15323 Keratin, type | cuticular Hal 5,29 1 2 2 416 47,2 4,88
Succinyl-CoA ligase [ADP-

Q9P2R7 forming] subunit beta, 4,10 2 2 2 463 50,3 7,42
mitochondrial
2-oxoisovalerate dehydrogenase

P12694 5,62 2 2 2 445 50,4 8,27

subunit alpha, mitochondrial
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Q92820 Gamma-glutamyl hydrolase 42,14 11 11 29 318 359 7,11

ps1ge5 20> Proteasome non-AfPase 40,12 9 9 13 324 370 677
regulatory subunit 7

Qswxxs DN homolog subfamily C 40,77 11 11 15 260 299 573
member 9

P68400 Casein kinase Il subunit alpha 35,04 10 11 16 391 45,1 7,74

paggpe Malate dehydrogenase, 36,98 9 9 13 338 355 8,68
mitochondrial

P07864 L-lactate dehydrogenase C chain 37,05 8 9 12 332 36,3 7,46

posags  Clvceraldenyde-3-phosphate 41,19 8 8 12 335 360 846
dehydrogenase

Q9BS86 Zona pellucida-binding protein1 32,48 9 9 12 351 40,1 9,28
Serine/threonine-protein

P36873 phosphatase PP1-gamma 22,91 2 6 10 323 37,0 6,54
catalytic subunit
Serine/threonine-protein

P62140 phosphatase PP1-beta catalytic 19,57 1 5 10 327 37,2 6,19
subunit

Q5T9G4 Uncharacterized protein C6orf81 27,94 6 9 340 386 7,88

Q9Y6C9 Mitochondrial carrier homolog2 33,66 9 11 303 33,3 7,97

Q9BYZ2 ;—Blactate dehydrogenase A-like 27.82 7 3 9 381 419 8,65

PO0338 L-lactate dehydrogenase A chain 28,01 6 8 332 36,7 8,27

Q9Y2B4 TP53-target gene 5 protein 21,03 7 7 290 34,0 10,55

pasggy  Oltage-dependent anion- 29,25 6 6 7 294 315 7,56
selective channel protein 2

paggzs Malate dehydrogenase, 23,95 6 6 7 334 364 7,36
cytoplasmic

P13647 Keratin, type Il cytoskeletal 5 11,69 4 7 8 590 62,3 7,74

Q92890 Ublqu.ltln fusion degradation 2117 5 5 7 307 345 670
protein 1 homolog

0004gy 205 proteasome non-ATPase 30,65 4 4 4 310 346 652
regulatory subunit 14

Q04727 Zransducm-llke enhancer protein 9,44 6 6 6 773 83,7 7,50

P37837 Transaldolase 16,02 5 5 5 337 375 6,81

Q8TC36 EUN domain-containing protein 12,40 4 4 5 379 431 8,31

Qonzcs  Glveerophosphodiester 15,71 3 3 4 331 377 671
phosphodiesterase 1

Q01105 Protein SET 16,55 4 4 4 290 335 4,32

QsTcgg ibronectin type Ill domain- 11,42 2 2 3 324 359 508
containing protein 8

Q8TC44 ;OCl centriolar protein homolog 4,39 ) ) 3 478 536 7.24

PE1289 Proteasome activator complex 16,14 3 3 3 254 295 595

subunit 3
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P58340 Myeloid leukemia factor 1 10,82 2 2 3 268 30,6 9,45

Qzzewi |ransmembraneand coiled-coil g o 2 2 2 182 201 868
domain-containing protein 2

P35237 Serpin B6 8,78 2 2 2 376 42,6 5,27

Q86VD7 ZS;;Iute carrier family 25 member 12,26 ) ) ) 318 354 10,07

Q12907 Vesmglar integral-membrane 8,99 ) ) ) 356 40,2 6,95
protein VIP36

pagsse 20 Proteasome non-ATPase 6,57 2 2 2 350 396 9,70
regulatory subunit 8

QoUNMg 255 proteasome non-ATPase 6,65 2 2 2 376 42,9 581
regulatory subunit 13

QOHIX1 Radial spoke head protein 9 761 5 ) ) 276 313 543
homolog

P19784 Casein kinase Il subunit alpha' 6,00 1 350 41,2 8,56

P15121 Aldose reductase 6,01 2 316 35,8 6,98

Q4G1C9 GLIPR1-like protein 2 9,30 344 40,2 4,91

P25786 imteasome subunit alpha type- 55 o, 10 10 25 263 295 6,61

P60174 Triosephosphate isomerase 47,79 10 10 12 249 26,7 6,90

Qieeog 2Adienoyl-CoA reductase, 37,01 8 8 10 335 360 9,28
mitochondrial

P25788 zmteasome subunit alpha type- ;| 5 5 10 255 284 5,33

Q9HANS Nicotinamide mononucleotide 3011 7 7 9 279 319 887
adenylyltransferase 1

Qep1qo -ETM? domain-containing 23,33 6 6 8 360 41,8 10,32
protein 1

P25787 ;mteasome subunitalpha type- 5 4 4 6 234 259 7,43

p31937 5 vdroxyisobutyrate . 28,27 6 6 6 336 353 813
dehydrogenase, mitochondrial

QoNTMg COPPer homeostasis protein 23,08 4 4 8 273 293 818
cutC homolog

QsTpqy Clucosamine-6-phosphate 32,97 4 6 6 276 31,1 695
isomerase 2

P25789 Zroteasome subunit alpha type- 19,16 5 5 6 261 295 772

pogs74 CYtochrome cl, heme protein, o /o 4 4 5 325 354 9,00
mitochondrial

Q9EKX2 F-actin-capping protein subunit 14,38 3 3 4 299 350 7.69
alpha-3

095456 iroteasome assembly chaperone 18,40 4 4 5 288 328 717

Q86X76 Nitrilase homolog 1 11,62 3 4 327 35,9 7,74

Q8WXQ8 Carboxypeptidase A5 11,70 3 4 436 490 6,73

Q6P2H8 Transmembrane protein 53 18,41 4 4 277 31,6 8,53
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d|>|al::::né.s Descripcio de la proteina CF;rvc::'eaI;e # Péptids # # # MW cale.

UniprotKB (%) unics Péptids PSMs AAs [kDa] pl

P04279 Semenogelin-1 10,61 4 4 4 462 52,1 9,29

p21796 /Oltage-dependent anion- 15,90 3 4 5 283 308 854
selective channel protein 1
Voltage-dependent anion-

Q9Y277 > ) 12,01 2 3 4 283 30,6 8,66
selective channel protein 3

QoHc1 Mitochondrial thiamine 13,44 4 4 4 320 355 9,55
pyrophosphate carrier

Q9H4B7 Tubulin beta-1 chain 6,87 1 2 3 451 50,3 5,17

P62258 14-3-3 protein epsilon 17,25 4 4 4 255 29,2 4,74

P28066 Eroteasome subunit alpha type- 17,01 3 3 3 21 264 4,79

P24534 Elongation factor 1-beta 12,44 2 2 225 24,7 4,67

Q8NCR6 Uncharacterized protein C9orf24 13,36 3 3 262 30,1 8,40

pagg2e Clucosamine-6-phosphate 11,42 1 3 3 289 326 692
isomerase 1

Qoopsg  |Tanscription factor A, 12,60 3 3 3 246 291 9,72
mitochondrial

P54107 Cysteine-rich secretory protein1 12,85 2 2 2 249 28,5 591

Q969U7 ;roteasome assembly chaperone 11,74 3 3 3 264 294 6,98

000764 Pyridoxal kinase 11,22 2 2 2 312 35,1 6,13

P62333 ig; protease regulatory subunit 746 ) ) ) 389 44,1 7,49

QsNHso Dn3) homolog subfamily B 9,91 2 2 2 232 257 642
member 8

Q6IANO Deh}/drogenase/reductase SDR 9,54 ) ) ) 325 35,1 9,55
family member 7B
Transmembrane protein

Q6ZU69 C9orf144B 2,02 2 2 2 1335 148,0 8,29

P13804 Electrgn transfer.flavoprotgm 9,91 ) ) 5 333 35,1 8,38
subunit alpha, mitochondrial

Qsizgr ELMO domain-containing 6,48 2 2 2 293 349 805
protein 2

Q13162 Peroxiredoxin-4 8,86 2 2 2 271 30,5 6,29

Q53GQ0 i;tradml 17-beta-dehydrogenase 6,09 ) ) ) 312 343 932

p3g5a2 ATP synthase subunit gamma, 7,72 2 2 2 298 330 9,22
mitochondrial

P48729 Casein kinase | isoform alpha 6,53 2 2 2 337 389 9,57

Q8TC71 Spermatogenesw—assouated 3,16 ) ) ) 538 611 863
protein 18

Q6BCY4 EADH'CytOChrome bSreductase ) 59 10 10 15 276 31,4 850

Q8NEB7 Acrosin-binding protein 10,50 3 3 5 543 61,3 5,16
Mitochondrial 2-

Q02978 oxoglutarate/malate carrier 25,48 6 6 7 314 34,0 9,91

protein
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dI:laL::r:(S:s Descripcio de la proteina szcz:gge # P'é;?tids \ #. # # MW~ calc.
UniprotKB (%) unics Peptids PSMs AAs [kDa] pl
P18124 60S ribosomal protein L7 21,77 4 4 4 248 29,2 10,65
Q9BXA6 ;‘:;t':i';i?rfgize””e/ threonine- ¢ 5 4 4 4 273 303 911
P53007 Tr'icarboxyla.te transport protein, 17,68 3 3 3 311 340 9,89
mitochondrial
Q16854 aeit‘;"cyhg::;‘r?::”e kinase, 16,61 3 3 3 277 320 866
P02743 Serum amyloid P-component 14,80 3 3 223 254 6,54
Q00535 Cell division protein kinase 5 10,27 2 3 292 33,3 7,66
Haloacid dehalogenase-like
Q9HOR4  hydrolase domain-containing 11,20 2 2 2 259 28,5 6,24
protein 2
014818 ;’mteasome subunitalphatype- g o, 6 10 20 248 27,9 846
Q99436 Proteasome subunit beta type-7 37,55 6 6 13 277 299 7,68
P15259 Phosphoglycerate mutase 2 43,48 4 7 10 253 28,7 8,88
Q96DCY9 Ubiquitin thioesterase OTUB2 35,47 6 6 8 234 272 6,23
P18669 Phosphoglycerate mutase 1 35,83 3 6 7 254 288 7,18
P0O0918 Carbonic anhydrase 2 30,00 6 6 7 260 29,2 7,40
Q16777 Histone H2A type 2-C 49,61 2 4 4 129 14,0 10,90
Q9NUJL ’;:O:t‘;?r:ollgf‘fn‘:too':;;”n';z;ta'”'”g 17,32 3 3 4 306 339 857
P21266 Glutathione S-transferase Mu 3 17,78 3 3 4 225 26,5 5,54
P63104 14-3-3 protein zeta/delta 17,14 2 3 3 245 27,7 4,79
Q96M98 Parkin coregulated gene protein 9,80 2 2 3 296 33,3 8,21
P62241 40S ribosomal protein S8 15,87 3 3 3 208 24,2 10,32
P22492 Histone H1t 15,46 3 3 3 207 22,0 11,71
Membrane-associated
015173 progesterone receptor 12,11 2 2 2 223 23,8 4,88
component 2
P67870 Casein kinase Il subunit beta 10,70 2 215 249 5,55
P27348 14-3-3 protein theta 9,80 1 245 27,7 4,78
P31946 14-3-3 protein beta/alpha 9,76 246 28,1 4,83
Q9H4Y5 Sr':;ag;h;me S-transferase 9,47 2 2 2 243 282 7,56
P20618 Proteasome subunit beta type-1 62,66 11 11 47 241 26,5 8,13
P49720 Proteasome subunit beta type-3 47,80 8 30 205 22,9 6,55
Q9UFNO Protein NipSnap homolog 3A 36,44 6 8 247 28,4 9,16
075425 Motilg sperm domain-containing 20,00 3 3 5 235 255 920
protein 3
P61313 60S ribosomal protein L15 21,57 4 4 5 204 24,1 11,62
POC5Y9 Histone H2A-Bbd type 1 24,35 2 2 3 115 12,7 10,67
P49721 Proteasome subunit beta type-2 26,37 4 4 4 201 22,8 7,02
P28072 Proteasome subunit beta type-6 25,10 3 3 3 239 25,3 4,92
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d|>|al::::né.s Descripcio de la proteina CF;rvc::'eaI;e # Péptids # # # MW cale.
UniprotKB (%) unics Péptids PSMs AAs [kDa] pl
Q15631 Translin 19,30 3 3 228 26,2 6,44
Q9Y6B6 GTP-binding protein SAR1b 11,11 2 2 198 22,4 6,11
Q96HA9 i(legomsomal membrane protein 17,01 ) ) ) 21 266 9,13
Q7Z4H3 HD domain-containing protein 2 17,16 204 23,4 5,49
P46781 40S ribosomal protein S9 12,89 194 22,6 10,65
Sperm protein associated with
QI9NS25 the nucleus on the X 27,18 2 2 2 103 11,8 6,15
chromosome B/F
pa20e1 Frotein-Lisoaspartate(D- 11,01 2 2 2 227 246 7,21
aspartate) O-methyltransferase
075608 Acyl-protein thioesterase 1 10,43 230 24,7 6,77
P40429 60S ribosomal protein L13a 9,36 203 23,6 10,93
043760 Synaptogyrin-2 8,93 224 24,8 4,94
QoHagz EF-hand calcium-binding 10,43 2 2 2 211 245 506
domain-containing protein 1
pag3eg | complexprotein 1 subunit 4,04 2 2 2 545 60,5 6,49
gamma
015120 acylsn-glycerol-3-phosphate g/, 2 2 2 278 309 9,01
acyltransferase beta
Q96584 Serine/threonine-protein kinase 2,90 ) ) 5 655 743 6,16
SRPK1
Q99497 Protein DJ-1 40,74 5 5 7 189 19,9 6,79
P61019 Ras-related protein Rab-2A 38,21 6 6 7 212 23,5 6,54
Q06830 Peroxiredoxin-1 37,69 7 7 7 199 22,1 8,13
P57088 Transmembrane protein 33 15,79 4 4 4 247 28,0 9,70
Q07020 60S ribosomal protein L18 18,09 3 3 3 188 21,6 11,72
Transmembrane protein
A6NFAQ ENSP00000340100 2,96 2 2 3 338 37,6 7,97
Q71266 L-asparaginase 9,09 2 2 2 308 32,0 6,24
P40227 T-complex protein 1 subunit zeta 7,16 2 2 2 531 58,0 6,68
Q9Y3B8 Oligoribonuclease, mitochondrial 11,81 2 2 2 237 26,8 6,87
Q9NR31 GTP-binding protein SARla 11,62 2 2 2 198 22,4 6,68
p2sggs N3 homolog subfamily B 8,24 2 2 2 340 380 863
member 1
Q8N4E7 Ferritin, mitochondrial 9,92 2 2 2 242 27,5 7,27
Q9HD47 Ran guanine nucleotide release 32,80 4 4 7 186 204 4,94
factor
P02794  Ferritin heavy chain 30,60 5 5 7 183 21,2 5,55
Q8WW32 High mobility group protein B4 25,27 5 5 6 186 22,4 10,26
Q9HATO Ropporin-1A 23,58 4 4 5 212 23,9 5,66
P01876 Ig alpha-1 chain Cregion 14,45 4 4 5 353 37,6 6,51
P04350 Tubulin beta-4 chain 11,26 1 4 4 444 496 4,88
QoUI14 Prenylated Rab acceptor protein 15,68 ) ) 3 185 20,6 734
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dI:laL::r:(S:s Descripcio de la proteina CF:J:/(::t:;e # Péptids # # # MW cale.

UniprotKB (%) unics Peptids PSMs AAs [kDa] pl

P01834 Ig kappa chain C region 35,85 2 2 106 11,6 5,87

Q8WY22 BRI3-binding protein 14,34 2 2 251 27,8 9,44

P31025 Lipocalin-1 16,48 3 176 19,2 5,58

p300gs  nosphatidylethanolamine- 18,72 2 2 2 187 21,0 7,53
binding protein 1

043298 Zincfingerand BTB domain- 5,57 2 2 2 467 526 576
containing protein 43
Sperm protein associated with

QINS26 the nucleus on the X 23,71 1 2 2 97 11,0 5,10
chromosome A

Q8WZ59 Transmembrane protein 190 7,91 2 2 2 177 19,4 5,24

P32119 Peroxiredoxin-2 14,14 1 2 2 198 21,9 5,97

P00403 Cytochrome c oxidase subunit 2 11,45 2 2 2 227 25,5 4,82

Q15185 Prostaglandin E synthase 3 12,50 2 2 2 160 18,7 4,54

Q9GZZ8 Extracellular glycoprotein lacritin 16,67 2 2 2 138 14,2 5,50

Q68G75 IiEM domain-containing protein 12.15 ) ) ) 181 20,3 8,50

P01591 Immunoglobulin J chain 12,58 2 2 2 159 18,1 5,24

PO1833 Polymeric immunoglobulin 223 ) ) ) 764 832 574
receptor

P15531 Nucleoside diphosphate kinase A 46,71 3 6 10 152 171 6,19

P22392 Nucleoside diphosphate kinase B 30,92 1 4 7 152 17,3 8,41

P61204 ADP-ribosylation factor 3 32,04 5 5 6 181 20,6 7,43

Q8IUE6 Histone H2A type 2-B 24,62 1 2 4 130 14,0 10,89

Q9EHRY Receptor expression-enhancing 21,20 4 4 5 184 207 8,56
protein 6

pe3279 >UMO-conjugating enzyme 8,23 2 2 4 158 180 8,66
UBC9

P84243 Histone H3.3 43,38 4 4 5 136 15,3 11,27

p232ga Peptidyl-prolylcis-trans 20,83 4 4 4 216 237 941
isomerase B

P00441 Superoxide dismutase [Cu-Zn] 16,88 2 2 154 15,9 6,13

060814 Histone H2B type 1-K 36,51 1 3 126 13,9 10,32

P51571 Transl@on-assoaated protein 16,76 5 5 3 173 190 615
subunit delta

P57105 Synaptojanin-2-binding protein 15,17 145 159 6,30

060831 PRA1 family protein 2 16,29 178 19,2 9,19
Mitochondrial import receptor

QI9NS69 subunit TOM22 homolog 16,20 2 2 2 142 15,5 4,34

Q14568 Putative heat shock protein HSP 7.00 ) ) ) 343 393 465
90-alpha A2

095678 Keratin, type Il cytoskeletal 75 4,17 1 2 2 551 59,5 7,74

QOUKRS Proba.ble ergosterol biosynthetic 15,71 5 5 5 140 159 9,83
protein 28

P55145 Mesencephalic astrocyte-derived 13,97 2 2 2 179 20,2 841
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d|>|al::::né.s Descripcio de la proteina CF;rvc::'eaI;e # Péptids # # # MW cale.
UniprotKB (%) unics Péptids PSMs AAs [kDa] pl
neurotrophic factor
pe7g12 8Nal peptidase complex 9,50 2 2 2 179 206 948
catalytic subunit SEC11A ’ ’ ’
043759  Synaptogyrin-1 10,30 1 2 2 233 254 4,68
Q15005 “i8nal peptidase complex 8,85 2 2 2 226 250 847
subunit 2
P23527 Histone H2B type 1-0 57,14 7 14 126 13,9 10,32
P58876 Histone H2B type 1-D 57,14 7 14 126 13,9 10,32
14880 Microsomal glutathione S- 25,66 2 2 2 152 165 9,38
transferase 3
P35268 60S ribosomal protein L22 18,75 2 2 2 128 14,8 9,19
Low molecular weight
P24666 phosphotyrosine protein 12,66 2 2 2 158 18,0 6,74
phosphatase
P04908 Histone H2A type 1-B/E 57,69 1 6 81 130 14,1 11,05
Qoag37 Sinele-stranded DNA-binding 60,81 10 10 16 148 17,2 9,60
protein, mitochondrial
Qonzas PGS iron-sulfur domain- 34,26 3 3 7 108 122 9,09
containing protein 1
Q9NPJ3  Acyl-coenzyme A thioesterase 13 37,86 4 4 5 140 15,0 9,14
P62158 Calmodulin 22,15 3 3 5 149 16,8 4,22
Q5H943 Elta-kyushu lung cancer antigen 30,09 3 3 3 113 128 10,20
P62314 Small nuclear ribonucleoprotein 2773 ) ) ) 119 133 1156
Sm D1
P81605 Dermcidin 12,73 110 11,3 6,54
P06702 Protein S100-A9 24,56 114 13,2 6,13
P53680 AP-2 complex subunit sigma 10,56 142 17,0 6,18
Sperm protein associated with
Q8TAD1 the nucleus on the X 32,99 1 2 2 97 11,0 5,26
chromosome E
Q96KX0 Lysozyme-like protein 4 15,07 2 2 146 16,4 8,28
P62736 Actin, aortic smooth muscle 16,45 5 6 377 42,0 5,39
Q9H503 Barrler-.to-autow?tegratlon 25 56 5 5 4 90 103 5,76
factor-like protein
P12883 Myosin-7 2,07 1 3 3 1935 223,0 5,80
P35030 Trypsin-3 6,58 2 2 2 304 32,5 7,49
P05109 Protein S100-A8 20,43 2 2 2 93 10,8 7,03
P31944 Caspase-14 4,55 2 2 2 242 27,7 5,58
Q86YN1 Dolichyldiphosphatase 1 14,71 2 2 2 238 27,0 9,44
Fraccié insoluble de la cromatina espermatica (20)
Uncharacterized protein
A6NCJ1 C190rf71 8,61 2 2 2 209 24,2 8,95
AB6NCN2  Keratin-81-like protein 4,32 2 2 2 486 53,4 6,35
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dI:laL::r:(S:s Descripcio de la proteina CF:J:/(::t:;e # Péptids # # # MW cale.
UniprotKB (%) unics Peptids PSMs AAs [kDa] pl
043790  Keratin, type Il cuticular Hb6 3,70 1 2 2 486 53,5 5,66
P04259 ggrat'”' type Il cytoskeletal 32,27 1 17 25 564 60,0 8,00
P07339 Cathepsin D 3,64 2 2 2 412 44,5 6,54
pocGsg | OTE ankyrindomainfamily o, 1 2 3 1038 117,3 5,97
memberJ
P14923  Junction plakoglobin 5,64 3 3 3 745 81,7 6,14
P15924 Desmoplakin 0,70 2 2 2 2871 331,6 6,81
P16104 Histone H2A.x 47,55 1 4 4 143 15,1 10,74
P19013  Keratin, type Il cytoskeletal 4 8,61 1 4 16 534 57,2 6,61
P26373  60S ribosomal protein L13 11,37 2 2 2 211 24,2 11,65
Q02383 Semenogelin-2 5,15 2 2 2 582 65,4 9,07
Q02413 Desmoglein-1 2,19 2 2 2 1049 113,7 5,03
Q5D862  Filaggrin-2 0,96 2 2 2 2391 2479 8,31
QSXKES Sgrat'”' type Il cytoskeletal 9,01 2 5 5 535 578 7,20
Qesgiz  POTEankyrindomain family . 1 5 8 1075 1213 6,20
member E
Q72794 Ezratln, type Il cytoskeletal 4,15 1 ) 4 578 61,9 599
Q86YZ3 Hornerin 3,40 2 2 2 2850 282,2 10,04
Q8N1N4 Sgrat'”' type Il cytoskeletal 4,62 1 2 2 520 568 6,02
QOUL16 Coiled-coil domain-containing 581 3 3 3 551 657 890

protein 19, mitochondrial
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Taula Suplementaria 8.3.2. Llistat de proteines identificades per espectrometria de masses a partir de
I’analisi de les fraccions obtingudes després del fraccionament de la cromatina amb nucleasa micrococal.
MNS: Micrococcal Nuclease Supernatant. MNP: Micrococcal Nuclease Pellet.

Num. Protein # 4 4 MW calc

d’accés  MNS/MNP Descripcié Coverage Péptids _. . ’

UniprotKB (%) dnics Peptids PSMs AAs [kDa] pl
Glyceraldehyde-3-

014556 mnp  Phosphate . 51,47 13 13 26 408 44,5 8,19
dehydrogenase, testis-
specific
A-kinase anchor

075969 MNP . 3,99 3 3 3 853 94,7 6,18
protein 3

P02533 MNs  <eratin, type | 31,14 5 12 19 472 515 5,16
cytoskeletal 14

P02538  MNs/MNp \eratin typell 35,11 2 18 41 564 60,0 8,00

cytoskeletal 6A
P02768 MNS Serum albumin 2,46 2 2 8 609 69,3 6,28
Keratin, type Il

P04259 MNS 31,74 1 16 40 564 600 8,00
cytoskeletal 6B

P04279  MNS/MNP Semenogelin-1 11,90 4 4 4 462 52,1 9,29

P04745 MNP  Alpha-amylase 1 12,02 1 4 4 511 57,7 6,93

P08727 MNp  Keratin, type | 6,75 1 2 2 400 441 5,14
cytoskeletal 19

P08779 MNs  Keratin, type 44,82 11 17 30 473 512 5,05
cytoskeletal 16

POCOS5 MNP  Histone H2A.Z 12,50 2 2 2 128 13,5 10,58

POC5Z0 MNP ;'/";tone H2A-Bbdtype 5 59 1 3 5 115 12,7 10,67

P10909 MNP  Clusterin 512 2 2 2 449 525 6,27

P12273  MNs/Mnp ©rolactin-inducible 26,03 3 3 3 146 16,6 8,05
protein

P13647 MNs  Keratin, type i 3559 12 18 34 590 623 7,74
cytoskeletal 5
Pyruvate kinase

P14618 MNP s ML/M2 3,77 2 2 2 531 579 7,84

P14923 MNS Junction plakoglobin 4,70 2 2 3 745 81,7 6,14

P15924 MNS  Desmoplakin 0,84 2 2 2 2871 3316 6,81

P19012 MNs  Keratin, type 4,61 1 2 2 456 492 4,77
cytoskeletal 15

P19013 MNs  Keratin, type i 5,43 1 3 27 534 572 6,61

cytoskeletal 4
P21266 vMyp  Olutathione s- 16,44 3 3 4 225 265 5,54
transferase Mu 3

Keratin, type |

P35527 MNS 51,52 19 19 37 623 62,0 5,24
cytoskeletal 9
Keratin, type Il

P35908 MNS cytoskeletal 2 39,44 13 18 46 639 654 8,00
epidermal
Voltage-dependent

P45880 MNP anion-selective 18,71 4 4 5 294 31,5 7,56

channel protein 2
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Num.

Protein

#

# # MW calc.
d’accés MNS/MNP Descripcio Coverage Peéptids _. .
UniprotKB (%) dnics Peptids PSMs AAs [kDa] pl
P54652 mnp  Heatshockrelated 70 o 4 4 4 639 700 5,74
kDa protein 2
P60174 MNp | Hosephosphate 31,33 6 6 6 249 26,7 6,90
Isomerase
P62158  MNS/MNP Calmodulin 29,53 4 4 5 149 16,8 4,22
P62805  MNS/MNP Histone H4 40,78 4 4 4 103 11,4 11,36
P68371 MNP Tubulin beta-2C chain 41,35 4 13 21 445 49,8 4,89
P81605 MNS/MNP Dermcidin 35,45 4 4 5 110 11,3 6,54
Q02383 MNS Semenogelin-2 11,00 1 3 3 582 65,4 9,07
Q02413 MNS Desmoglein-1 8,68 3 3 3 1049 113,7 5,03
Q04695 MNs  keratin, type | 29,86 6 10 12 432 481 5,02
cytoskeletal 17
Q13748 MNP ;‘::;"” alpha-3¢/D 26,89 8 8 9 450 49,9 5,10
Q5BIF6 mnp  Outer dense fiber 21,23 16 16 33 829 953 7,62
protein 2
Q5D862 MNS  Filaggrin-2 0,96 2 2 2 2391 2479 831
Q5JQC9 mnp  Akinase anchor 16,16 13 13 14 854 944 6,96
protein 4
Uncharacterized
Q5IX69 MNP ain C200rf107 12,28 2 2 2 171 195 8,84
Uncharacterized
Q6ZQR2 MNP ain CoorfL7L 7,19 2 2 2 320 365 10,26
Q7swme  mnp  |estisspecific H1 9,41 2 2 3 255 281 11,78
histone
Q86Y23  MNS/MNP Hornerin 4,46 3 3 3 2850 282,2 10,04
Q8WW24 MNP Tektin-4 17,24 6 6 8 435 50,6 6,44
Q96A08  MNS/MNP Histone H2B type 1-A 44,09 2 4 62 127 14,2 10,32
Q96E40 mnp  Uncharacterized 13,96 2 2 2 222 251 9,13
protein C9orf9
Q96M29 MNP  Tektin-5 9,90 4 4 4 485 563 7,14
Q96PU9 mnp  Outer dense fiber 11,02 2 2 2 254 27,7 9,89
protein 3
Q96QV6 MNS  Histone H2Atype 1-A 51,91 1 4 18 131 142 10,86
QI9BXF9 MNP  Tektin-3 13,67 5 5 6 490 56,6 7,34
Coiled-coil domain-
Q9uUL16 MNP containing protein 19, 3,99 2 2 2 551 65,7 8,90
mitochondrial
Voltage-dependent
Q9Y277 MNP anion-selective 12,01 2 3 3 283 30,6 8,66

channel protein 3
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Taula Suplementaria 8.3.3. Llistat de termes Gene Ontology Biological Process (GOBP) enriquits
en la fraccié soluble de la cromatina espermatica després del tractament sali amb NaCl 0.65 M,

obtinguts per DAVID v6.7. P-values amb correccié de Bonferroni < 0,001.

Categoria Terme NUm. prot. % PValue Bonferroni
GOTERM_Bp_paT ©0:0043161%proteasomal ubiquitin- 41 8,779 3,64E35 6,21E-32
dependent protein catabolic process
GOTERM_pp_paT C©0:0010498"proteasomal protein 41 8779 3,64E-35 6,21E-32
catabolic process
G0:0051436~negative regulation of
GOTERM_BP_FAT ubiquitin-protein ligase activity during 33 7,066 3,00E-32 5,12E-29
mitotic cell cycle
G0:0031145~anaphase-promoting
GOTERM_Bp_FaT COMPlex-dependent proteasomal 33 7,066 3,00E-32 5,12E-29
ubiquitin-dependent protein catabolic
process
GOTERM_Bp_FaT  00:0051444"negative regulation of 33 7,066 1,06E-31 1,80E-28
- - ubiquitin-protein ligase activity
GOTERM BP FAT GO.:0'051352 negative regulation of ligase 33 7066 106E-31 1,80E-28
- - activity
G0:0051437~positive regulation of
GOTERM_BP_FAT ubiquitin-protein ligase activity during 33 7,066 1,94E-31 3,31E-28
mitotic cell cycle
GOTERM_Bp_FaT C0:0031397"negative regulation of 34 7281 2,056-31 3,50E-28
- - protein ubiquitination
GOTERM_Bp_FaT  00:0051443"positive regulation of 33 7,066 6,326-31 1,08E-27
- - ubiquitin-protein ligase activity
G0:0051439~regulation of ubiquitin-
GOTERM_BP_FAT protein ligase activity during mitotic cell 33 7,066 1,12E-30 1,91E-27
cycle
GOTERM BP FAT GO.:0.051351“‘p05|t|ve regulation of ligase 33 7066 340E-30 5,79E-27
- - activity
GOTERM_Bp_FAT C0:00514387regulation of ubiquitin- 33 7,066 4,57E-29 7,79E-26
- - protein ligase activity
GOTERM_BP_FAT G0:0051340~regulation of ligase activity 33 7,066 1,95E-28 3,32E-25
GOTERM_Bp_FAT 00:0031400"negative regulation of 38 8137 2,59E-28 4,42E-25
- - protein modification process
GOTERM_Bp_FaT C0:0031398"positive regulation of 33 7,066 7,74E-28 1,32E-24
protein ubiquitination
GOTERM_Bp_FaT C0:0006511"ubiquitin-dependent 49 10,49 9,44E-27 1,61E-23
- - protein catabolic process
GOTERM_Bp_FaT C0:00313967regulation of protein 34 7,281 2,61E-26 4,46E-23
- - ubiquitination
GOTERM_Bp_FaT C0:0032269"negative regulation of 40 8565 2,28E-23 3,89E-20
- - cellular protein metabolic process
GOTERM_BP_FAT G0:0034622~cellular macromolecular 51 1092 471E-23  8,03E-20
complex assembly
GOTERM_Bp_paT  20:0051248 negative regulation of 40 8565 1,00E22 1,71E-19
protein metabolic process
GOTERM_BP_FAT G0:0034621~cellular macromolecular 51 1092 872E-21 149E-17

complex subunit organization
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Categoria Terme Num. prot. % PValue Bonferroni
GOTERM_pp_FaT  CO:0031401"positive regulation of 34 7,281 4,39E-17 7,49E-14
protein modification process
GOTERM_BP_FAT GO0:0006007~glucose catabolic process 21 4,497 7,60E-17 1,89E-13
GOTERM BP FAT G0:0043623~cellular protein complex 31 6,638 3,11E-16 5,68E-13
- = assembly
GOTERM_BP_FAT G0:0046365~monosaccharide catabolic 2 4,711 4,46E-16 7,57E-13
process
GOTERM_pp_at 000044275 cellular carbohydrate 23 4925 2,21E-15 3,79E-12
catabolic process
GOTERM_pp_paT 00:00060917generation of precursor 41 8,779 2,43E-15 4,16E-12
- - metabolites and energy
GOTERM_BP_FAT G0:0019320~hexose catabolic process 21 4,497 3,71E-15 6,25E-12
GOTERM_Bp_paT 30:0032270%positive regulation of 35 7,495 639E-15 1,10E-11
- - cellular protein metabolic process
GOTERM_BP_FAT GO0:0006096~glycolysis 18 3,854 6,84E-15 1,17E-11
GOTERM_BP_FAT GO0:0046164~alcohol catabolic process 22 4,711 9,06E-15 1,55E-11
GOTERM_Bp_pa C00:0031399regulation of protein 39 8351 9,77E-15 1,67E-11
- - modification process
GOTERM_pp_faT C0:0051247"positive regulation of 35 7,495 2,29E-14 3,90E-11
- - protein metabolic process
GOTERM BP FAT G0:0065003~macromolecular complex 59 1263 423614 7,21E-11
- - assembly
GOTERM_BP_FAT G0:0016052~carbohydrate catabolic 24 5139 585E-14 9,98E-11
process
GOTERM_Bp_FaT C0:0043632"modification-dependent 54 11,56 6,14E-14 1,05E-10
- - macromolecule catabolic process
GOTERM_pp_paT C0:0019941"modification-dependent 54 11,56 6,14E-14 1,05E-10
- - protein catabolic process
GOTERM_Bp_FaT C0:0051603~proteolysis involved in 55 11,78 9,96E-14 1,70E-10
- - cellular protein catabolic process
GOTERM_BP_FAT G0:0009057~macromolecule catabolic 64 13,7 1,08E-13 1,84E-10
process
GOTERM_BP_FAT G0:0030163~protein catabolic process 56 11,99 1,19E-13 2,02E-10
GOTERM_BP_FAT G0:0044257~cellular protein catabolic 55 11,78 1,226-13  2,08E-10
process
GOTERM_BP_FAT G0:0000278~mitotic cell cycle 42 8,994 1,47E-13 2,50E-10
GOTERM_pp_pat  00:0044265cellular macromolecule 60 12,85 510E-13 8,69E-10
- - catabolic process
GOTERM_Bp_FaT C0:0043933"macromolecular complex 59 12,63 6,95E-13 1,19E-09
- - subunit organization
GOTERM_pp_paT  C0:0043086%negative regulation of 35 7,495 1,09E-12 1,85E-09
- - catalytic activity
GOTERM_BP_FAT G0:0022402~cell cycle process 51 10,92 1,71E-12 2,91E-09
GOTERM_BP_FAT GO0:0006006~glucose metabolic process 26 5,567 2,10E-12 3,57E-09
GOTERM_BP_FAT G0:0019318~hexose metabolic process 28 5,996 1,05E-11 1,79E-08
GOTERM_Bp_FaT C00:0044032"negative regulation of 37 7,923 1,10E-11 1,38E-08
molecular function
GOTERM_BP_FAT G0:0005996~monosaccharide metabolic 30 6424 114E-11 1,94E-08
process
GOTERM_BP_FAT GO0:0006508~proteolysis 72 15,42 1,52E-11 2,59E-08
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Categoria Terme NUm. prot. % PValue Bonferroni
GOTERM_BP_FAT GO:0006323~DNA packaging 22 4,711 2,00E-11 3,41E-08
GOTERM_BP_FAT GO0:0006334~nucleosome assembly 19 4,069 2,53E-11 4,31E-08
GOTERM_BP_FAT GO0:0031497~chromatin assembly 19 4,069 4,72E-11 8,05E-08
GOTERM_Bp_faT 00:00067327coenzyme metabolic 24 5139 9,39E-11 1,60E-07

process
GOTERM_Bp_FaT ©0:0065004~protein-DNA complex 19 4,069 1,04E-10 1,78E-07
assembly
GOTERM_BP_FAT G0:0034728~nucleosome organization 19 4,069 1,52E-10 2,60E-07
GOTERM_Bp_FAT 00:0032268regulation of cellular 42 8994 4,09E-10 6,97E-07
- - protein metabolic process
GOTERM_BP_FAT GO0:0007049~cell cycle 55 11,78 1,91E-09 3,25E-06
GOTERM_Bp_FAT C0:00430857positive regulation of 43 9,208 1,99E-09 3,39E-06
- - catalytic activity
GOTERM_BP_FAT GO0:0051186~cofactor metabolic process 25 5,353 2,42E-09 4,13E-06
GOTERM_pp_aT ©0:0044093%positive regulation of 45 9,636 747E-09 1,27€-05
- - molecular function
GOTERM_Bp_faT ©0:00060847acetyl-CoA metabolic 11 2,355 1,016-08 1,72E-05
- - process
GOTERM_Bp_faT 20:00063337chromatin assembly or 19 4,069 2,75E-08 4,69E-05
- - disassembly
GOTERM_pp_FaT CO:0006886intracellular protein 33 7,066 4,86E-08 8,29E-05
- - transport
GOTERM_BP_FAT GO0:0070271~protein complex biogenesis 39 8,351 8,03E-08 1,37E-04
GOTERM_BP_FAT GO0:0006461~protein complex assembly 39 8,351 8,03E-08 1,37E-04
GOTERM_BP_FAT GO0:0034613~cellular protein localization 34 7,281 1,35E-07 2,31E-04
GOTERM_Bp_paT  CO:00707277cellular macromolecule 34 7,281 159607 2,71E-04
- - localization
GOTERM_Bp_pAT CO:00463567acetyl-Col catabolic 9 1,927 1,61E-07 2,75E-04
process
GOTERM_BP_FAT G0:0006099~tricarboxylic acid cycle 9 1,927 1,61E-07 2,75E-04
GOTERM_BP_FAT GO0:0006457~protein folding 21 4,497 2,21E-07 3,78E-04
GOTERM BP FAT GO:QOOOOS9”prote|n import into nucleus, 3 1713 2,556-07 4,34E-04
- - docking
GOTERM_BP_FAT G0:0009109~coenzyme catabolic process 9 1,927 4,76E-07 8,11E-04
GOTERM_BP_FAT G0:0019953~sexual reproduction 35 7,495 5,47E-07 9,33E-04
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8.4. Article publicat i informacio suplementaria corresponents als

resultats de I'objectiu 3: Castillo, Amaral, Oliva, 2014

Castillo, J., Amaral, A., and Oliva, R.

Sperm nuclear proteome and its epigenetic potential
Andrology®, 2014

3, 326338

? La revista Andrology és el resultat de la fusio al 2012 de les revistes International Journal of Andrology
(IF:3,6) i Journal of Andrology (IF: 3,1). Encara no disposa de IF propi.
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Taula Suplementaria 8.4. Llistat de proteines nuclears espermatiques identificades fins I'actualitat
mitjancant estudis de proteomica basats en espectrometria de masses. Les proteines es troben
organitzades per families.

Num.
d’accés

UniprotKB

Noms de les proteines

Nom del Gen

Histones i modificadors d’histones

Q4LE39

060502

075367

Q92794

Q13547
Q96DB2
Q92769
Q9UBN7
P16403
P16402
P10412
P16401
P22492
Q92522

POCOS8

Q96QV6
P04908

Q93077
P20671
Q96KK5

Q6FI13

Q8IUE6
Q16777

AT-rich interactive domain-containing protein 4B (ARID domain-
containing protein 4B) (180 kDa Sin3-associated polypeptide) (Sin3-
associated polypeptide p180) (Breast cancer-associated antigen
BRCAA1) (Histone deacetylase complex subunit SAP180)
(Retinoblastoma-binding protein 1-like 1)

Bifunctional protein NCOAT (Meningioma-expressed antigen 5)
(Nuclear cytoplasmic O-GIcNAcase and acetyltransferase) [Includes:
Protein O-GlcNAcase (EC 3.2.1.169) (Glycoside hydrolase O-
GlcNAcase) (Hexosaminidase C) (N-acetyl-beta-D-glucosaminidase)
(N-acetyl-beta-glucosaminidase) (O-GlcNAcase) (OGA); Histone
acetyltransferase (HAT) (EC 2.3.1.48)]

Core histone macro-H2A.1 (Histone macroH2A1) (mH2A1) (Histone
H2A.y) (H2A/y) (Medulloblastoma antigen MU-MB-50.205)

Histone acetyltransferase KAT6A (EC 2.3.1.48) (MOZ, YBF2/SAS3,
SAS2 and TIP60 protein 3) (MYST-3) (Monocytic leukemia zinc finger
protein) (Runt-related transcription factor-binding protein 2) (Zinc
finger protein 220)

Histone deacetylase 1 (HD1) (EC 3.5.1.98)

Histone deacetylase 11 (HD11) (EC 3.5.1.98)

Histone deacetylase 2 (HD2) (EC 3.5.1.98)

Histone deacetylase 6 (HD6) (EC 3.5.1.98)

Histone H1.2 (Histone H1c) (Histone H1d) (Histone H1s-1)

Histone H1.3 (Histone H1c) (Histone H1s-2)

Histone H1.4 (Histone H1b) (Histone H1s-4)

Histone H1.5 (Histone H1a) (Histone H1b) (Histone H1s-3)

Histone H1t (Testicular H1 histone)

Histone H1x

Histone H2A type 1 (H2A.1) (Histone H2A/p)

Histone H2A type 1-A (Histone H2A/r)

Histone H2A type 1-B/E (Histone H2A.2) (Histone H2A/a) (Histone
H2A/m)

Histone H2A type 1-C (Histone H2A/I)

Histone H2A type 1-D (Histone H2A.3) (Histone H2A/g)

Histone H2A type 1-H (Histone H2A/s)

Histone H2A type 2-A (Histone H2A.2) (Histone H2A/o)

Histone H2A type 2-B
Histone H2A type 2-C (Histone H2A-GL101) (Histone H2A/q)

ARID4B BRCAA1L
RBBP1L1 RBP1L1
SAP180

MGEAS5 HEXC KIAA0679
MEAS

H2AFY MACROH2A1

KAT6A MOZ MYST3
RUNXBP2 ZNF220

HDAC1 RPD3L1
HDAC11
HDAC2

HDAC6 KIAA0901 JM21

HISTIH1C H1F2
HIST1H1D H1F3
HIST1H1E H1F4
HIST1H1B H1F5
HISTIH1T H1FT H1T
H1FX
HISTIH2AG H2AFP;
HIST1H2AI H2AFC;
HIST1H2AK H2AFD;
HIST1H2AL H2AFI;
HISTIH2AM H2AFN
HISTIH2AA H2AFR
HIST1H2AB H2AFM;
HISTIH2AE H2AFA
HISTIH2AC H2AFL
HISTIH2AD H2AFG
HISTIH2AH HIST1H2AI
HIST2H2AA3 H2AFO
HIST2H2AA;
HIST2H2AA4
HIST2H2AB
HIST2H2AC H2AFQ
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Num.
d’accés Noms de les proteines Nom del Gen
UniprotkKB
Q71U19  Histone H2A.V (H2A.F/Z) H2AFV H2AV
POCOS5  Histone H2A.Z (H2A/z) H2AFZ H2AZ
POC5Y9 Histone H2A-Bbd type 1 (H2A Barr body-deficient) (H2A.Bbd) H2AFB1
. - H2AFB2; H2AFB3
POC5Z0 Histone H2A-Bbd type 2/3 (H2A Barr body-deficient) (H2A.Bbd) H2ABBD HIAFB
P16104 Histone H2AX (H2a/x) (Histone H2A.X) H2AFX H2AX
Q96A08 :lzsé()me H2B type 1-A (Histone H2B, testis) (Testis-specific histone HISTLH2BA TSH2B
P33778 Histone H2B type 1-B (Histone H2B.1) (Histone H2B.f) (H2B/f) HIST1H2BB H2BFF
HIST1H2BC H2BFL;
Histone H2B type 1-C/E/F/G/I (Histone H2B.1 A) (Histone H2B.a) HIST1H2BE H2BFH;
P62807  (H2B/a) (Histone H2B.g) (H2B/g) (Histone H2B.h) (H2B/h) (Histone HIST1H2BF H2BFG;
H2B.k) (H2B/k) (Histone H2B.I) (H2B/I) HIST1H2BG H2BFA;
HIST1H2BI H2BFK
P58876 Histone H2B type 1-D (HIRA-interacting protein 2) (Histone H2B.1 B) HIST1H2BD H2BFB
(Histone H2B.b) (H2B/b) HIRIP2
Q93079 Histone H2B type 1-H (Histone H2B.j) (H2B/j) HIST1H2BH H2BFJ
P06899 Histone H2B type 1-J (Histone H2B.1) (Histone H2B.r) (H2B/r) HIST1H2BJ H2BFR
060814 Histone H2B type 1-K (H2B K) (HIRA-interacting protein 1) HISTl:IZR?EIHZBFT
Q99880 Histone H2B type 1-L (Histone H2B.c) (H2B/c) HIST1H2BL H2BFC
Q99879 Histone H2B type 1-M (Histone H2B.e) (H2B/e) HIST1IH2BM H2BFE
Q99877 Histone H2B type 1-N (Histone H2B.d) (H2B/d) HIST1H2BN H2BFD
P23527 Histone H2B type 1-O (Histone H2B.2) (Histone H2B.n) (H2B/n) HISTl:ZZiSNHZBFH
Q16778 Histone H2B type 2-E (Histone H2B-GL105) (Histone H2B.q) (H2B/q) HIST2H2BE H2BFQ
Q5QNW6 Histone H2B type 2-F HIST2H2BF
Q8N257  Histone H2B type 3-B (H2B type 12) HIST3H2BB
P57053  Histone H2B type F-S (Histone H2B.s) (H2B/s) H2BFS
HISTIH3A H3FA;
HIST1H3B H3FL;
HIST1H3C H3FC;
HIST1H3D H3FB;
Histone H3.1 (Histone H3/a) (Histone H3/b) (Histone H3/c) (Histone HIiTlHiE H:FDZ
P68431 H3/d) (Histone H3/f) (Histone H3/h) (Histone H3/i) (Histone H3/j) !
(Histone H3/k) (Histone H3/I) HISTLH3F H3FL;
HIST1H3G H3FH;
HIST1H3H H3FK;
HIST1H3I H3FF;
HIST1H3J H3FJ
Q16695 Histone H3.1t (H3/t) (H3t) (H3/g) HIST3H3 H3FT
. . . HIST2H3A; HIST2H3C
Q71DI3  Histone H3.2 (Histone H3/m) (Histone H3/0) H3F2 H3FM; HIST2H3D
. H3F3A H3.3A H3F3
P84243 Histone H3.3 PP781; H3F3B H3.3B
Q6NXT2 Histone H3.3C (Histone H3.5) H3F3C
P49450 Histone H3-like centromeric protein A (Centromere autoantigen A) CENPA

(Centromere protein A) (CENP-A)
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Num.
d’accés Noms de les proteines Nom del Gen
UniprotKB
HISTIH4A H4/A HAFA;
HIST1HA4B H4/1 H4FI;
HIST1HA4C H4/G H4FG;
HIST1HAD H4/B H4FB;
HIST1HA4E H4/) H4FJ;
HIST1HA4F H4/C H4FC;
HIST1H4H H4/H H4FH;
P62805 Histone H4 HIST1HA4I H4/M HAFM;
HIST1H4) H4/E HAFE;
HIST1H4K H4/D HAFD;
HIST1HAL H4/K HAFK;
HIST2H4A H4/N HAF2
H4FN HIST2H4;
HIST2H4B H4/0 HA4FO;
HIST4H4
Q99525 Histone H4-like protein type G HIST1H4G H4/L H4FL
Histone-arginine methyltransferase CARM1 (EC 2.1.1.-) (EC
Q86X55 2.1.1.125) (Coactivator-associated arginine methyltransferase 1) CARM1 PRMT4
(Protein arginine N-methyltransferase 4)
Histone-binding protein RBBP7 (Histone acetyltransferase type B
subunit 2) (Nucleosome-remodeling factor subunit RBAP46)
Q16576 (Retinoblastoma-binding protein 7) (RBBP-7) (Retinoblastoma- RBBP7 RBAP46
binding protein p46)
Histone-lysine N-methyltransferase 2C (Lysine N-methyltransferase
Q8NEZ4 2C) (EC 2.1.1.43) (Homologous to ALR protein) (Myeloid/lymphoid or KMT2C HI,\AAI_LIIR-?IfIAAlSOG
mixed-lineage leukemia protein 3)
Histone-lysine N-methyltransferase ASH1L (EC 2.1.1.43) (ASH1-like
Q9NR48 protein) (huASH1) (Absent small and homeotic disks protein 1 ASH1L KIAA1420 KMT2H
homolog) (Lysine N-methyltransferase 2H)
Q86TU7 Histor?e'-lysine N-.methyltransferase setd3 (EC 2.1.1.43) (SET domain- SETD3 C140rf154
containing protein 3)
Histone-lysine N-methyltransferase SMYD3 (EC 2.1.1.43) (SET and
Q9H7B4 MYND domain-containing protein 3) (Zinc finger MYND domain- SMYD3 ZMYND1
. . ZNFN3A1l
containing protein 1)
Histone-lysine N-methyltransferase, H3 lysine-36 and H4 lysine-20
specific (EC 2.1.1.43) (Androgen receptor coactivator 267 kDa
protein) (Androgen receptor-associated protein of 267 kDa) (H3-K36-
Q96L73 HMTase) (H4-K20-HMTase) (Lysine N-methyltransferase 3B) (Nuclear NSD1ARA267 KMT3B
receptor-binding SET domain-containing protein 1) (NR-binding SET
domain-containing protein)
Histone-lysine N-methyltransferase, H3 lysine-79 specific (EC
Q8TEK3 2.1.1.43) (DOT1-like protein) (Histone H3-K79 methyltransferase) DOTI1L KIAA1814 KMT4
(H3-K79-HMTase) (Lysine N-methyltransferase 4)
Lysine-specific demethylase 3A (EC 1.14.11.-) (JmjC domain-
QoY4C1 cZ)ntainiEJ\g histone denzethylatic(m protein ZA?)((Jquonji domain- KDM3A JHDM2A JMID1
- . JMJD1A KIAAQ0742 TSGA
containing protein 1A)
Lysine-specific demethylase 3B (EC 1.14.11.-) (JmjC domain-
Q7LBC6 containing histone demethylation protein 2B) (Jumonji domain- KDM3B C5orf7 JHDM2B

JMID1B KIAA1082
containing protein 1B) (Nuclear protein 5qNCA)
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Num.
d’accés Noms de les proteines Nom del Gen
UniprotKB

QINV56 MRG/MORF4L-binding protein (MRG-binding protein) MRGBP C200rf20
Probable JmjC domalr.m.-contallmng hls'.co.ne demthyIatlon proFeln 2C IMID1C JHDM2C

Q15652 (EC1.14.11.-) (Jumonji domain-containing protein 1C) (Thyroid KIAA1380 TRIPS
receptor-interacting protein 8) (TR-interacting protein 8) (TRIP-8)
Protamine-2 (Sperm histone P2) (Sperm protamine P2) [Cleaved
into: Basic nuclear protein HPI1; Basic nuclear protein HPI2; Basic

P04554  nuclear protein HPS1; Basic nuclear protein HPS2; Sperm histone PRM2
HP4 (Sperm protamine P4); Sperm histone HP2 (Sperm protamine
P2) (P2'); Sperm histone HP3 (P2") (Sperm protamine P3)]
Protein arginine N-methyltransferase 1 (EC 2.1.1.-) (Histone-arginine

Q99873 N-methyltransferase PRMT1) (EC 2.1.1.125) (Interferon receptor 1- PRMT1 Hll\él'lré4HRMT1L2
bound protein 4)
Protein arginine N-methyltransferase 5 (EC 2.1.1.-) (72 kDa ICIn-
binding protein) (Histone-arginine N-methyltransferase PRMTS5) (EC

014744  2.1.1.125) (Jak-binding protein 1) (Shk1 kinase-binding protein 1 PRMTSJ:PRJVISTBLE IBP72
homolog) (SKB1 homolog) (SKB1Hs) [Cleaved into: Protein arginine
N-methyltransferase 5, N-terminally processed]

Q75WM6 Testis-specific H1 histone (Haploid germ cell-specific nuclear protein H1ENT HANPL

1) (Histone H1t2)

Factors de transcripcio

P53999

A5YKK6

Q9HOA5
QYUKZ1

QaulvVl

Q92600

Q96GN5

Q9Y2D1

075398

Q9UBX2

Q9Y5B9

Q08945

Activated RNA polymerase Il transcriptional coactivator p15 (Positive
cofactor 4) (PC4) (SUB1 homolog) (p14)

CCR4-NOT transcription complex subunit 1 (CCR4-associated factor
1) (Negative regulator of transcription subunit 1 homolog) (NOT1H)

SUB1 PC4 RPO2TC1

CNOT1 CDC39 KIAA1007

(hNOT1) NOT1 AD-005
CCR4-NOT transcription complex subunit 10 CNOT10
CCR4-NOT transcription complex subunit 11 CNOT11 C20rf29 C40
CCR4-NOT transcription complex subunit 7 (EC 3.1.13.4) (BTG1- CNOT7 CAF1

binding factor 1) (CCR4-associated factor 1) (CAF-1) (Cafla)

Cell differentiation protein RCD1 homolog (Rcd-1) (CCR4-NOT
transcription complex subunit 9)

Cell division cycle-associated 7-like protein (Protein JPO2)
(Transcription factor RAM2)

Cyclic AMP-dependent transcription factor ATF-5 (cCAMP-dependent
transcription factor ATF-5) (Activating transcription factor 5) ATF5 ATFX
(Transcription factor ATFx)

Deformed epidermal autoregulatory factor 1 homolog (Nuclear

DEAF-1-related transcriptional regulator) (NUDR) (Suppressin) (Zinc DEAF1 SPN ZMYND5
finger MYND domain-containing protein 5)

Double homeobox protein 4 (Double homeobox protein 10) (Double

RQCD1 CNOT9 RCD1

CDCA7L HR1JPO2 R1

homeobox protein 4/10) DUX4 DUX10
FACT complex subunit SPT16 (Chromatin-specific transcription

elongation factor 140 kDa subunit) (FACT 140 kDa subunit) SUPT16H FACT140
(FACTp140) (Facilitates chromatin transcription complex subunit FACTP140

SPT16) (hSPT16)

FACT complex subunit SSRP1 (Chromatin-specific transcription
elongation factor 80 kDa subunit) (Facilitates chromatin transcription
complex 80 kDa subunit) (FACT 80 kDa subunit) (FACTp80)
(Facilitates chromatin transcription complex subunit SSRP1)

SSRP1 FACT80
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Num.
d’accés Noms de les proteines Nom del Gen
UniprotKB
(Recombination signal sequence recognition protein 1) (Structure-
specific recognition protein 1) (hSSRP1) (T160)
GC-rich sequence DNA-binding factor 2 (GC-rich sequence DNA-

P16383 binding factor) (Transcription factor 9) (TCF-9) GCFC2 C2orf3 GCF TCF9
General transcription factor 3C polypeptide 1 (TF3C-alpha) (TFHIC
box B-binding subunit) (Transcription factor Il1IC 220 kDa subunit)

Q12783 (TFIIC 220 kDa subunit) (TFI1C220) (Transcription factor IlIC subunit GTF3Cl
alpha)

General transcription factor 3C polypeptide 5 (TF3C-epsilon)

Q9Y5Q8 (Transcription factor IlIC 63 kDa subunit) (TFHIIIC 63 kDa subunit) GTF3C5 CDABP0017
(TFIIC63) (Transcription factor llIC subunit epsilon)
General transcription factor IIH subunit 1 (Basic transcription factor 2

P32780 62 kDa subunit) (BTF2 p62) (General transcription factor IIH GTF2H1 BTF2
polypeptide 1) (TFIIH basal transcription factor complex p62 subunit)
General transcription factor IIH subunit 4 (Basic transcription factor 2

Q92759 52 kDa subunit) (BTF2 p52) (General transcription factor IIH GTF2H4
polypeptide 4) (TFIIH basal transcription factor complex p52 subunit)
General transcription factor II-1 (GTFII-I) (TFll-I) (Bruton tyrosine
kinase-associated protein 135) (BAP-135) (BTK-associated protein

P78347 135) (SRF-Phox1-interacting protein) (SPIN) (Williams-Beuren GTF2I BAP135 WBSCR6
syndrome chromosomal region 6 protein)

Q96LI6 Heat shock transcription factor, Y-linked (Heat shock transcription HSFY1 HSF2L HSFY;
factor 2-like protein) (HSF2-like) HSFY2 HSF2L HSFY
Helicase-like transcription factor (EC 3.6.4.-) (EC 6.3.2.-) (DNA-
binding protein/plasminogen activator inhibitor 1 regulator)

Q14527 (HIP116) (RING finger protein 80) (SWI/SNF-related matrix- HLTF HIP116A RNF80

. . . . SMARCA3 SNF2L3 ZBU1
associated actin-dependent regulator of chromatin subfamily A
member 3) (Sucrose nonfermenting protein 2-like 3)

014529 Homeobox protein cut-like 2 (Homeobox protein cux-2) CUX2 CUTL2 KIAA0293

P56915 Homeobox protein goosecoid GSC

Q8N196 Home.obox. proteln. SIX5 (DM locus-associated homeodomain SIXS DMAHP
protein) (Sine oculis homeobox homolog 5)

Inhibitor of nuclear factor kappa-B kinase subunit alpha (I-kappa-B
kinase alpha) (IKK-A) (IKK-alpha) (IkBKA) (lkappaB kinase) (EC

015111 2.7.11.10) (Conserved helix-loop-helix ubiquitous kinase) (I-kappa-B CHUK IKKA TCF16
kinase 1) (IKK1) (Nuclear factor NF-kappa-B inhibitor kinase alpha)

(NFKBIKA) (Transcription factor 16) (TCF-16)

Iroquois-class homeodomain protein IRX-4 (Homeodomain protein
P78413 IRXA3) (Iroquois homeobox protein 4) IRX4 IRXA3
Q9NQ48 Leucine zipper transcription factor-like protein 1 LZTFL1

Q969G2 LIM/homeobox protein Lhx4 (LIM homeobox protein 4) LHX4
Mediator of RNA polymerase Il transcription subunit 12 (Activator-
recrwlted cofacto.r 240 kDa componen.t) (ARC240) (CAG. rgpeat . MEDL2 ARC240 CAGHAS
protein 45) (Mediator complex subunit 12) (OPA-containing protein)

Q93074 . . . HOPA KIAA0192 TNRC11
(Thyroid hormone receptor-associated protein complex 230 kDa TRAP230

component) (Trap230) (Trinucleotide repeat-containing gene 11
protein)
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Mediator of RNA polymerase Il transcription subunit 17 (Activator-
recruited cofactor 77 kDa component) (ARC77) (Cofactor required
for Sp1 ’Franscr|pt|onal actlva'tlon subun|t16) (CRSP complex subunit MED17 ARC77 CRSPG
Q9NVC6 6) (Mediator complex subunit 17) (Thyroid hormone receptor-
. . DRIP77 DRIP80 TRAP80
associated protein complex 80 kDa component) (Trap80)
(Transcriptional coactivator CRSP77) (Vitamin D3 receptor-
interacting protein complex 80 kDa component) (DRIP80)
Microphthalmia-associated transcription factor (Class E basic helix-
075030 loop-helix protein 32) (bHLHe32) MITF BHLHES2
Mortality factor 4-like protein 1 (MORF-related gene 15 protein) MORF4L1 MRGL15
Q3UBUE (Protein MSL3-1) (Transcription factor-like protein MRG15) FWPOO6 H5PCO08
P P HSPCO61 PP368
e e ot (e vleasacad ool scns oo
Q96KG9 . P e gu . NTKL TAPK TEIF TRAP
protein) (Telomerase transcriptional element-interacting factor)
. . . HTO019
(Teratoma-associated tyrosine kinase)
Nuclear factor of activated T-cells, cytoplasmic 4 (NF-ATc4) (NFATc4)
Q14534 (T-cell transcription factor NFAT3) (NF-AT3) NFATC4 NFAT3
Nuclear transcription factor Y subunit gamma (CAAT box DNA-
Q13952 binding protein subunit C) (Nuclear transcription factor Y subunit C) NFYC
(NF-YC) (Transactivator HSM-1/2)
Nuclease-sensitive element-binding protein 1 (CCAAT-binding
transcription factor | subunit A) (CBF-A) (DNA-binding protein B)
P67803 (DBPB) (Enhancer factor | subunit A) (EFI-A) (Y-box transcription YBX1NSEP1YB1
factor) (Y-box-binding protein 1) (YB-1)
Nucleoside diphosphate kinase B (NDK B) (NDP kinase B) (EC 2.7.4.6)
P22392 (C-myc purine-binding transcription factor PUF) (Histidine protein NME2 NM23B
kinase NDKB) (EC 2.7.13.3) (nm23-H2)
Optineurin (E3-14.7K-interacting protein) (FIP-2) (Huntingtin yeast
.partner'L) (Huntlr.wgtln—lnteractlng protein 7.) (HIP-7? (Huntingtin- OPTN FIP2 GLC1E HIP7
Q96CV9 interacting protein L) (NEMO-related protein) (Optic neuropathy-
. . . L . . . HYPL NRP
inducing protein) (Transcription factor IllA-interacting protein)
(TFIA-IntP)
PC4 and SFRS1-interacting protein (CLL-associated antigen KW-7)
PSIP1 DFS70 LEDGF
075475 (Dense fine speckles 70 kDa protein) (DFS 70) (Lens epithelium- > PSSIPg G
derived growth factor) (Transcriptional coactivator p75/p52)
Q96AQE Pre-B-cell Ie.uk.emla transcrlp.tlon factqr—mteractmg protein 1 PBXIP1 HPIP
(Hematopoietic PBX-interacting protein)
Probable global transcription activator SNF2L1 (EC 3.6.4.-) (ATP-
dependent helicase SMARCA1) (Nucleosome-remodeling factor
P28370 subunit SNF2L) (SWI/SNF-related matrix-associated actin-dependent SMARCAL SNF2L SNF2L1
regulator of chromatin subfamily A member 1)
Q9BYG7 Protein méestro (Male-spec.lflc transcription in the developing MRO B29 C180rf3
reproductive organs) (Protein B29)
Q9UMS5 Putative homeodomain transcription factor 1 PHTF1 PHTF
RNA exonuclease 1 homolog (EC 3.1.-.-) (Elongin-A-binding protein 1)
EXO1 ELOABP1
Q8N1G1 (EloA-BP1) (Transcription elongation factor B polypeptide 3-binding REXO1 ELOABP

protein 1)

KIAA1138 TCEB3BP1
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RuvB-like 1 (EC 3.6.4.12) (49 kDa TATA box-binding protein-
interacting proteln). (49 kDa. TBP-interacting protein) (54 kDa . RUVBL1 INOSOH
Q9Y265 erythrocyte cytosolic protein) (ECP-54) (INO80 complex subunit H) NMP238 TIP49 TIPA9A
(Nuclear matrix protein 238) (NMP 238) (Pontin 52) (TIP49a) (TIP60-
associated protein 54-alpha) (TAP54-alpha)
RuvB-like 2 (EC 3.6.4.12) (48 kDa TATA box-binding protein-
interacting protein) (48 kDa TBP-interacting protein) (51 kDa
Q9Y230 erythrocyte cytosolic protein) (ECP-51) (INO80 complex subunit J) RUVﬁ;gII;C()%?{;;MS
(Repressing pontin 52) (Reptin 52) (TIP49b) (TIP60-associated
protein 54-beta) (TAP54-beta)
SAM pointed domain-containing Ets transcription factor (Prostate
095238 epithelium-specific Ets transcription factor) (Prostate-specific Ets) SPDEF PDEF PSE
(Prostate-derived Ets factor)
Signal transducer and activator of transcription 1-alpha/beta
Pa2224 (Transcription factor ISGF-3 components p91/p84) STATL
P52630 Signal transducer and activator of transcription 2 (p113) STAT2
PA0763 Signal transducer and activator of transcription 3 (Acute-phase STAT3 APRF
response factor)
P42229 Signal transducer and activator of transcription 5A STATS5A STATS
P51692 Signal transducer and activator of transcription 5B STATS5B
P42226  Signal transducer and activator of transcription 6 (IL-4 Stat) STAT6
snRNA-activating protein complex subunit 3 (SNAPc subunit 3)
(Proximal sequence element-binding transcription factor subunit
Q92966 beta) (PSE-binding factor subunit beta) (PTF subunit beta) (Small SNAPC3 SNAP50
nuclear RNA-activating complex polypeptide 3) (snRNA-activating
protein complex 50 kDa subunit) (SNAPc 50 kDa subunit)
S-phase kinase-associated protein 1 (Cyclin-A/CDK2-associated
P63208 protein p19) (Organ of Corti protein 2) (OCP-2) (Organ of Corti SKP1 EMC19 OCP2
protein 1) (OCP-Il) (RNA polymerase Il elongation factor-like protein) SKP1A TCEB1L
(SH1) (Transcription elongation factor B) (p19A) (p19skp1)
TATA-box-binding protein (TATA sequence-binding protein) (TATA-
P20226 binding factor) (TATA-box factor) (Transcription initiation factor TFIID TBP GTF2D1 TF2D TFIID
TBP subunit)
043435 T-box trarTscription factor TBX1 (T-box protein 1) (Testis-specific T- TBX1
box protein)
Q99593 T-box transcription factor TBX5 (T-box protein 5) TBX5
Transcription activator BRG1 (EC 3.6.4.-) (ATP-dependent helicase
SMARCA4) (BF?Gl-assfouated facto.r 190A) (BAF19QA) (Mitotic growth SMARCA4 BAF190A
P51532 and transcription activator) (Protein BRG-1) (Protein brahma BRG1 SNE2B SNF2L4
homolog 1) (SNF2-beta) (SWI/SNF-related matrix-associated actin-
dependent regulator of chromatin subfamily A member 4)
Transcription elongation factor B polypeptide 1 (Elongin 15 kDa
Q15369 subunit) (Elongin-C) (EloC) (RNA polymerase Il transcription factor TCEB1
Sl subunit C) (Sl p15)
Transcription elongation factor B polypeptide 2 (Elongin 18 kDa
Q15370 subunit) (Elongin-B) (EloB) (RNA polymerase Il transcription factor TCEB2
Sl subunit B) (Sl p18)
Transcription elongation factor SPT5 (hSPT5) (DRB sensitivity-
000267 inducing factor 160 kDa subunit) (DSIF p160) (DRB sensitivity- SUPT5H SPT5 SPT5H

inducing factor large subunit) (DSIF large subunit) (Tat-



8. Annexos

Num.
d’accés Noms de les proteines Nom del Gen
UniprotkKB

cotransactivator 1 protein) (Tat-CT1 protein)

Q9BQ70 Transcription factor 25 (TCF-25) (Nuclear localized protein 1) TeF25 Kﬁég? NULP1

P20290 Transcription factor BTF3 (RNA polymerase B transcription factor 3) BTF3 NACB OK/SW-cl.8

Q96K17 Z;anscnptlon factor BTF3 homolog 4 (Basic transcription factor 3-like BTE3L4
Transcription factor p65 (Nuclear factor NF-kappa-B p65 subunit)

Q04206 (Nuclear factor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells 3) RELA NFKB3
Transcription factor RFX4 (Regulatory factor X 4) (Testis

Q33854 development protein NYD-SP10) RFX4

094993  Transcription factor SOX-30 SOX30

Q8TDD2 Transcription factor Sp7 (Zinc finger protein osterix) SP7 OSX
Transcription initiation factor TFIID subunit 4B (Transcription

Q92750 initiation factor TFIID 105 kDa subunit) (TAF(I1)105) (TAFII-105) TAFAB TAF2C2 TAFII105
(TAFI1105)
Transcription intermediary factor 1-beta (TIF1-beta) (E3 SUMO-

Q13263 protein ligase TRIM28) (EC 6.3.2.-) (KRAB-associated protein 1) (KAP- TRIM28 KAP1 RNF96
1) (KRAB-interacting protein 1) (KRIP-1) (Nuclear corepressor KAP-1) TIF1B
(RING finger protein 96) (Tripartite motif-containing protein 28)

014867 Transcription regulator protein BACH1 (BTB and CNC homolog 1) BACH1
(HA2303)

Q9BYV9 Transcription regulator protein BACH2 (BTB and CNC homolog 2) BACH2

P10242 Transcriptional activator Myb (Proto-oncogene c-Myb) MYB
Transcriptional activator protein Pur-alpha (Purine-rich single-

77 PURA PUR1

Q005 stranded DNA-binding protein alpha) v v

Transformation/transcription domain-associated protein (350/400
Y4A TRRAP PAF4

QIYAAS kDa PCAF-associated factor) (PAF350/400) (STAF40) (Tral homolog) 00

Q9Y6A4  UPF0468 protein C160rf80 (Transcription factor 11B) C160rf80

Q55QQ9 Ventral anterior homeobox 1 VAX1

P58304 Visual system homeobox 2 (Ceh-10 homeodomain-containing VSX2 CHX10 HOX10

homolog) (Homeobox protein CHX10)

Proteines contenidores de dominis zinc finger i bromodomains

Q86XD8

Q9P2S6

Q9UIF9

QoULD4
QSNSI6
QSNPI1

043264
014647

AN1-type zinc finger protein 4 (AN1-type zinc finger and ubiquitin

. - S ZFAND4 ANUBL1
domain-containing protein-like 1)
Anky'r!n repea't ar.1d MYNQ doma{n—cc).ntalnlng protein 1.(Test|s—' ' ANKMY1 TSALL
specific ankyrin-like protein 1) (Zinc finger MYND domain-containing

. ZMYND13
protein 13)
Bromodomain adjacent to zinc finger domain protein 2A
(Transcription termination factor I-interacting protein 5) (TTF-I- BAZ2A KIAA0314 TIPS
interacting protein 5) (Tip5) (hWALp3)
Bromodomain and PHD finger-containing protein 3 BRPF3 KIAA1286
Bromodomain and WD repeat-containing protein 1 (WD repeat- BRWD1 C210rf107
containing protein 9) WDR9

Bromodomain-containing protein 7 (75 kDa bromodomain protein)
(Protein CELTIX-1)

Centromere/kinetochore protein zw10 homolog ZW10
Chromodomain-helicase-DNA-binding protein 2 (CHD-2) (EC
3.6.4.12) (ATP-dependent helicase CHD2)

BRD7 BP75 CELTIX1

CHD2
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Chromodomain-helicase-DNA-binding protein 3 (CHD-3) (EC

Q12873 3.6.4.12) (ATP-dependent helicase CHD3) (Mi-2 autoantigen 240 kDa CHD3
protein) (Mi2-alpha) (Zinc finger helicase) (hZFH)
Chromodomain-helicase-DNA-binding protein 4 (CHD-4) (EC

Q14839 3.6.4.12) (ATP-dependent helicase CHD4) (Mi-2 autoantigen 218 kDa CHD4
protein) (Mi2-beta)

Chromodomain-helicase-DNA-binding protein 6 (CHD-6) (EC

Q8TD26 3.6.4.12) (ATP-dependent helicase CHD6) (Radiation-induced gene B CHD6 CHQZ?AABB’S
protein)

Q14D33 CXXC-type zinc finger protein 11 CXXC11 C20rf85
E3 SUMO-protein ligase PIAS2 (EC 6.3.2.-) (Androgen receptor-
interacting protein 3) (ARIP3) (DAB2-interacting protein) (DIP) (Msx-

075928 interacting zinc finger protein) (Miz1) (PIAS-NY protein) (Protein PIAS2 PIASX
inhibitor of activated STAT x) (Protein inhibitor of activated STAT2)

E3 ubiquitin-protein ligase RBX1 (EC 6.3.2.-) (Protein ZYP) (RING
finger protein 75) (RING-box protein 1) (Rbx1) (Regulator of cullins 1)

P62877 [Cleaved into: E3 ubiquitin-protein ligase RBX1, N-terminally RBX1 RNF75ROCI
processed]

E3 ubiquitin-protein ligase RFWD2 (EC 6.3.2.-) (Constitutive

Q8NHY2 photomorphogenesis protein 1 homolog) (hCOP1) (RING finger and RFWD2 COP1 RNF200
WD repeat domain protein 2) (RING finger protein 200)

E3 ubiquitin-protein ligase TRIM68 (EC 6.3.2.-) (RING finger protein

Q6AZZ1 137) (SSA protein SS-56) (SS-56) (Tripartite motif-containing protein TRIM68 Gscst(? RNF137
68)

E3 ub!q'wtm-prot.eln !lgase TRIM69 (.EC 6.3.2.-) .(RFP-Ilke'dom.am- TRIM6E9 RNF36 HSD-34

Q86WT6 containing protein trimless) (RING finger protein 36) (Tripartite

. . . HSD34
motif-containing protein 69)
E3 ubiquitin-protein ligase TTC3 (EC 6.3.2.-) (Protein DCRR1) (RING
P53804 finger protein 105) (TPR repeat protein D) (Tetratricopeptide repeat TTC3 DCRR1 RNF105
. . TPRD
protein 3) (TPR repeat protein 3)

Q51457 associated factor of 600 kDa) (RBAF600) (p600) (Zinc finger UBR1- KIAABZ(LYBE?AFGOO
type protein 1)

Q15075 Farly endosome a.ntlgen 1.(I-;ndosom(‘e—assouated protein p162) (Zinc EEAL ZEYVE2
finger FYVE domain-containing protein 2)

Q62v73 FYVE, RhoGEF and PH domain-containing protein 6 (Zinc finger FYVE FGD6 KIAA1362
domain-containing protein 24) ZFYVE24
Myc-associated zinc finger protein (MAZI) (Pur-1) (Purine-binding

P56270 transcription factor) (Serum amyloid A-activating factor-1) (SAF-1) MAZ ZNF801
(Transcription factor Zif87) (ZF87) (Zinc finger protein 801)
Myotubularin-related protein 3 (EC 3.1.3.48) (FYVE domain-

Q13615 containing dual specificity protein phosphatase 1) (FYVE-DSP1) (Zinc MTMRS3 KIAAO371

. . .. . ZFYVE10

finger FYVE domain-containing protein 10)
Nucleosome-remodeling factor subunit BPTF (Bromodomain and

Q12830 PHD finger-containing transcription factor) (Fetal Alz-50 clone 1 BPTF FAC1 FALZ
protein) (Fetal Alzheimer antigen)

in- ini in 7B (EC 3.4.19.12 i i
Q6GaQ9 OTU domain-containing protein 7B (EC 3.4.19.12) (Cellular zinc finger OTUD7B ZA20D1

anti-NF-kappa-B protein) (Zinc finger A20 domain-containing protein
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1) (Zinc finger protein Cezanne)
P55201 Peregr.ln (Bromodomain and PHD finger-containing protein 1) BRPF1 BR140
(Protein Bri40)
Q96QT6 PHD finger protein 12 (PHD factor 1) (Pf1) PHF12 KIAA1523
Q9BWX1 PHD finger protein 7 (Testis development protein NYD-SP6) PHF7
Q16342 Progr?rr"nmed cel! death.pro'Feln 2 (Zinc flnger MYND domain- PDCD2 RPS ZMYND7
containing protein 7) (Zinc finger protein Rp-8)
Q8IWTO Protel.n.archease .(Proteln ZBTBSQS) (Zinc finger and BTB domain- 7BTBSOS ARCH
containing opposite strand protein 8)
Q9UPAS5  Protein bassoon (Zinc finger protein 231) BSN KIAA0434 ZNF231
A1A519 P.roteln FAM170A (Zinc finger domain-containing protein) (Zinc EAM170A ZNED
finger protein ZNFD)
Protein kinase C-binding protein 1 (Cutaneous T-cell lymphoma-
Q9ULU4  associated antigen se14-3) (CTCL-associated antigen se14-3) (Rack7) Z':g&%if'::éé?
(Zinc finger MYND domain-containing protein 8)
095785 P.rotem le_(Wlder-lnterspaced zinc finger-containing protein) (Zinc WIZ ZNF803
finger protein 803)
Rabenosyn-5 (110 kDa protein) (FYVE finger-containing Rab5 effector
Q9H1KO protein rabenosyn-5) (Zinc finger FYVE domain-containing protein ZFYVE20
20)
Q2KHN1 RING finger protein 151 RNF151
Q9BXT8 RING finger protein 17 (Tudor domain-containing protein 4) RNF17 TDRD4
Q86XN8 RNA-binding protein MEX3D (RING finger and KH domain-containing MEX3D KIAA2031
protein 1) (RING finger protein 193) (TINO) RKHD1 RNF193
RUN and FYVE domain-containing protein 1 (FYVE-finger protein
Q96T51 EIP1) (La-binding protein 1) (Rab4-interacting protein) (Zinc finger RUFY1 RABIP4 ZFYVE12
FYVE domain-containing protein 12)
TNF receptor-associated factor 4 (Cysteine-rich domain associated
TRAF4 CART1 MLN62
Q9BUZ4  with RING and Traf domains protein 1) (Metastatic lymph node gene CRNF83 6
62 protein) (MLN 62) (RING finger protein 83)
TNF receptor-associated factor 6 (EC 6.3.2.-) (E3 ubiquitin-protein
Q9Y4K3  ligase TRAF6) (Interleukin-1 signal transducer) (RING finger protein TRAF6 RNF85
85)
Q9BZH6E WD repeat-containing protein 11 (Bromodomain and WD repeat- WDR11 BRWD2
containing protein 2) (WD repeat-containing protein 15) KIAA1351 WDR15
Q96DT7 Zinc fl.nger and BTB domain-containing protein 10 (Zinc finger 7BTB10 RINZF RINZEC
protein RIN ZF)
cuszss o ST o g e g zarass aasoas
q &p gerp ZBTB22B ZNF2978B
. . . . . ZC2HCI1C Cl40rf140
Q53FD0  Zinc finger C2HC domain-containing protein 1C FAM164C
Zinc finger CCCH domain-containing protein 15 (DRG family- ZC3H15 DFRP1 LEREPO4
Q8WU90 regulatory protein 1) (Likely ortholog of mouse immediate early HSPC303 HT010
response erythropoietin 4) MSTP012 PP730
L . - . ZC3H3 KIAA0150
Q8IXZ2  Zinc finger CCCH domain-containing protein 3 7C3HDC3
Q9UHR6  Zinc finger HIT domain-containing protein 2 (Protein FON) ZNHIT2 Cl1orf5
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Q96PE6  Zinc finger imprinted 3 (Zinc finger protein 657) ZIM3 ZNF657
095789 Zinc finger MYM-type protein 6 (Transposon-derived Buster2 ZMYMBG6 Buster2
transposase-like protein) (Zinc finger protein 258) KIAA1353 ZNF258
L . . . . ZMYND10 BLU
075800 Zinc finger MYND domain-containing protein 10 (Protein BLu) LUCA12.4
Q9HOC1 Zinc finger MYND domain-containing protein 12 ZMYND12
015231  Zinc finger protein 185 (LIM domain protein ZNF185) (P1-A) ZNF185
P98182  Zinc finger protein 200 ZNF200 ZNFMF
Q9P2Y4  Zinc finger protein 219 ZNF219
Q96PQ6 Zinc finger protein 317 ZNF317 KIAA1588
060765 Zinc finger protein 354A (Transcription factor 17) (TCF-17) (Zinc ZNF354A EZNF HKL1
finger protein eZNF) TCF17
Zinc finger protein 385A (Hematopoietic zinc finger protein) (Retinal ZNF385A HZF RZF
Q96PM9 . .
zinc finger protein) ZNF385
Zinc finger protein 395 (HD-regulating factor 2) (HDRF-2)
(Huntington disease gene regulatory region-binding protein 2) (HD
H8N7 ZNF HDBP2 PBF
Q9H8 gene regulatory region-binding protein 2) (HDBP-2) (Papillomavirus 395
regulatory factor 1) (PRF-1) (Papillomavirus-binding factor)
Q86VK4 Zinc fl.nger protein 410 (Another partner for ARF 1) (Zinc finger ZNFA10 APAL
protein APA-1)
Zinc finger protein 42 homolog (Zfp-42) (Reduced expression protein
Q36MM3 1) (REX-1) (hREX-1) (Zinc finger protein 754) ZFP42 REX1 ZNF754
L . . . ZNF451 COASTER
Q9Y4E5  Zinc finger protein 451 (Coactivator for steroid receptors) KIAAOS76 KIAA1702
Q96ME7  Zinc finger protein 512 ZNF512 KIAA1805
. . . ZNF518A KIAA0335
Q6AHZ1  Zinc finger protein 518A ZNF518
Q9COD4  Zinc finger protein 518B ZNF518B KIAA1729
Q86YE8  Zinc finger protein 573 ZNF573
Q92610 Zinc finger protein 592 ZNF592 KIAA0211
Q9ULDY9 Zinc finger protein 608 (Renal carcinoma antigen NY-REN-36) ZNF608 KIAA1281
015014 Zinc finger protein 609 ZNF609 KIAA0295
Q969S3  Zinc finger protein 622 (Zinc finger-like protein 9) ZNF622 ZPR9
QONTW7 Zinc fl'nger protein 64 homolog, isoforms 3 and 4 (Zfp-64) (Zinc finger 7FP64 ZNF338
protein 338)
Q96N77 Zinc finger protein 641 ZNF641
Q9H582 (Zzlr;;_ﬁzr;ger protein 644 (Zinc finger motif enhancer-binding protein 2) ZNF644 KIAA1221 ZEP2
Q9H7X3  Zinc finger protein 696 ZNF696
Q9H7S9 Zinc fl.nger protein 703 (Zinc finger elbow-related proline domain ZNE703 ZEPPOL ZPO1
protein 1)
Q8NDX6 Zinc finger protein 740 (OriLyt TD-element-binding protein 7) ZNF740 TB7
Q5HY98  Zinc finger protein 766 ZNF766
Q68DY9  Zinc finger protein 772 ZNF772
Q3KP31 Zinc finger protein 791 ZNF791
P16415 Zinc finger protein 823 (Zinc finger protein ZFP-36) ZNF823 ZFP36
QO8AG5 Zinc finger protein 844 ZNF844
P10070 Zinc finger protein GLI2 (Tax helper protein) GLI2 THP
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095159  Zinc finger protein-like 1 (Zinc finger protein MCG4) ZFPL1

Q96KR1 Zinc finger RNA-binding protein (hZFR) (M-phase phosphoprotein 7FR
homolog)

A7E2V4  Zinc finger SWIM domain-containing protein 8 ZSWIMS8 KIAA0913

Q96AP4  Zinc finger with UFM1-specific peptidase domain protein ZUFSP C6orf113

P98168  Zinc finger X-linked protein ZXDA ZXDA

043149 Zinc finger ZZ-type and EF-hand domain-containing protein 1 ZZEF1 KIAA0399
Zinc fingers and homeoboxes protein 2 (Alpha-fetoprotein regulator

Q9Y6X8 1) (AFP regulator 1) (Regulator of AFP) (Zinc finger and ZHX2 AFR1 KIAAOBS4

homeodomain protein 2)

RAF

Proteines relacionades amb el DNA

Q6P4R8

P26358

094762

P54132

Q13609

Q92874

Q16531

QSNRW3

P49916

QSNPF5
P40692
P43246

P52701
P06746
P49005

Q07864
QSUNA4

Nuclear factor related to kappa-B-binding protein (DNA-binding
protein R kappa-B) (INO80 complex subunit G)

DNA (cytosine-5)-methyltransferase 1 (Dnmt1) (EC 2.1.1.37) (CXXC-
type zinc finger protein 9) (DNA methyltransferase Hsal) (DNA MTase
Hsal) (M.Hsal) (MCMT)

ATP-dependent DNA helicase Q5 (EC 3.6.4.12) (DNA helicase, RecQ-
like type 5) (RecQ5) (RecQ protein-like 5)

Bloom syndrome protein (EC 3.6.4.12) (DNA helicase, RecQ-like type
2) (RecQ2) (RecQ protein-like 3)

Deoxyribonuclease gamma (DNase gamma) (EC 3.1.21.-) (DNase |
homolog protein DHP2) (Deoxyribonuclease I-like 3) (DNase I-like 3)
(Liver and spleen DNase) (LS-DNase) (LSD)

Deoxyribonuclease-1-like 2 (EC 3.1.21.-) (DNase | homolog protein
DHP1) (Deoxyribonuclease I-like 2) (DNase I-like 2)

DNA damage-binding protein 1 (DDB p127 subunit) (DNA damage-
binding protein a) (DDBa) (Damage-specific DNA-binding protein 1)
(HBV X-associated protein 1) (XAP-1) (UV-damaged DNA-binding
factor) (UV-damaged DNA-binding protein 1) (UV-DDB 1) (XPE-
binding factor) (XPE-BF) (Xeroderma pigmentosum group E-
complementing protein) (XPCe)

DNA dC->dU-editing enzyme APOBEC-3C (A3C) (EC 3.5.4.-)
(APOBEC1-like) (Phorbolin I)

DNA ligase 3 (EC 6.5.1.1) (DNA ligase Ill) (Polydeoxyribonucleotide
synthase [ATP] 3)

DNA methyltransferase 1-associated protein 1 (DNMAP1) (DNMT1-
associated protein 1)

DNA mismatch repair protein Mlh1 (MutL protein homolog 1)

DNA mismatch repair protein Msh2 (hMSH2) (MutS protein homolog
2)

DNA mismatch repair protein Msh6 (hMSH6) (G/T mismatch-binding
protein) (GTBP) (GTMBP) (MutS-alpha 160 kDa subunit) (p160)

DNA polymerase beta (EC 2.7.7.7) (EC 4.2.99.-)

DNA polymerase delta subunit 2 (EC 2.7.7.7) (DNA polymerase delta
subunit p50)

DNA polymerase epsilon catalytic subunit A (EC 2.7.7.7) (DNA
polymerase Il subunit A)

DNA polymerase iota (EC 2.7.7.7) (Eta2) (RAD30 homolog B)

NFRKB INO80G

DNMT1 AIM, CXXCS,
DNMT

RECQL5 RECQ5
BLM RECQ2 RECQL3
DNASE1L3 DHP2

DNAS1L3

DNASE1L2 DHP1
DNAS1L2

DDB1 XAP1

APOBEC3C APOBEC1L
PBI

LIG3

DMAP1 KIAA1425
MLH1 COCA2
MSH2

MSH6 GTBP
POLB
POLD2

POLE POLE1
POLI RAD30B
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QOUGPS DNA polymerase lambda (Pol Lambda) (EC 2.7.7.7) (EC 4.2.99.-) (DNA POLL
polymerase beta-2) (Pol beta2) (DNA polymerase kappa)
Q92878 DNA repair protein RAD50 (hRAD50) (EC 3.6.-.-) RAD50
DN.A.repllcatlon I|cen5|.ng factor MCMZ_ (EC3.6.4.12) . MCM2 BM28 CCNLL
P49736 (Minichromosome maintenance protein 2 homolog) (Nuclear protein
CDCL1 KIAA0030
BM28)
Q14566 DNA replication licensing factor MCM6 (EC 3.6.4.12) (p105MCM) MCM6
DNA replication licensing factor MCM7 (EC 3.6.4.12) (CDC47
P33993 homolog) (P1.1-MCM3) MCM7 CDC47 MCM2
P11387 DNA topoisomerase 1 (EC 5.99.1.2) (DNA topoisomerase |) TOP1
P11388 DNA t9p0|somerase 2-alpha (EC 5.99.1.3) (DNA topoisomerase I, TOP2A TOP2
alpha isozyme)
Q02880 DNA fcopmsomerase 2-beta (EC 5.99.1.3) (DNA topoisomerase I, TOP2B
beta isozyme)
DNA-(apurinic or apyrimidinic site) lyase (EC 3.1.-.-) (EC 4.2.99.18)
P27695 (APEX nuclease) (APEN) (Apurinic-apyrimidinic endonuclease 1) (AP APEX1 APE APE1 APEX
endonuclease 1) (APE-1) (REF-1) (Redox factor-1) [Cleaved into: DNA- APX HAP1 REF1
(apurinic or apyrimidinic site) lyase, mitochondrial]
DNA-(apurinic or apyrimidinic site) lyase 2 (EC 3.1.-.-) (EC 4.2.99.18)
APEX2 APE2 APEXL2
Q9UBZ4 (AP endonuclease XTH2) (APEX nuclease 2) (APEX nuclease-like 2)
. L XTH2
(Apurinic-apyrimidinic endonuclease 2) (AP endonuclease 2)
DNA-binding protein SMUBP-2 (EC 3.6.4.12) (EC 3.6.4.13) (ATP-
P38935 dependent helicase IGHMBP2) (Glial factor 1) (GF-1) \GHMBP2 SMBP2
. . . SMUBP2
(Immunoglobulin mu-binding protein 2)
DNA-dependent protein kinase catalytic subunit (DNA-PK catalytic
P78527 ibunit) (DNA-PKcs) (EC 2.7.11.1) (DNPK1) (p460) PRKDC HYRC HYRC1
DNA-directed RNA polymerase Il subunit RPB1 (RNA polymerase Il
subunit B1) (EC 2.7.7.6) (DNA-directed RNA polymerase Il subunit A)
P24928 (DNA-directed RNA polymerase Il largest subunit) (RNA-directed POLR2A POLR2
RNA polymerase Il subunit RPB1) (EC 2.7.7.48)
DNA-directed RNA polymerase Il subunit RPB11-b2 (RNA polymerase
Q9H1A7 Il subunit B11-b2) (RPB11b2) (DNA-directed RNA polymerase Il POLR2J3
subunit J3)
DNA-directed RNA polymerase Il subunit RPB2 (EC 2.7.7.6) (DNA-
directed RNA polymerase Il 140 kDa polypeptide) (DNA-directed RNA
P30876 polymerase Il subunit B) (RNA polymerase Il subunit 2) (RNA POLR28
polymerase Il subunit B2)
DNA-directed RNA polymerase Il subunit RPC5 (RNA polymerase
QINVUO subunit C5) (DNA-directed RNA polymerase Il 80 kDa polypeptide) POLR3E KIAA1452
DNA-directed RNA polymerases |, Il, and Il subunit RPABC3 (RNA
polymerases |, I, and Ill subunit ABC3) (DNA-directed RNA
P52434 polymerase Il subunit H) (DNA-directed RNA polymerases |, I, and llI POLR2H
17.1 kDa polypeptide) (RPB17) (RPB8 homolog) (hRPB8)
P26583 High mobility group protein B2 (High mobility group protein 2) HMGB2 HMG2
(HMG-2)
Q8WW32 High mobility group protein B4 HMGB4
High mobility group protein HMG-I/HMG-Y (HMG-I(Y)) (High mobility
P17096 group AT-hook protein 1) (High mobility group protein A1) (High HMGA1 HMGIY

mobility group protein R)
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Q68E01

Q6N021

Q15233

Q9NTK5

P09874

Q9Y257

Q01105

Q13283

P35244

Q6P6C2

P13051

Q14191

P13010

P12956

Integrator complex subunit 3 (Int3) (SOSS complex subunit A)
(Sensor of single-strand DNA complex subunit A) (SOSS-A) (Sensor of
ssDNA subunit A)

Methylcytosine dioxygenase TET2 (EC 1.14.11.n2)

Non-POU domain-containing octamer-binding protein (NonO
protein) (54 kDa nuclear RNA- and DNA-binding protein) (55 kDa
nuclear protein) (DNA-binding p52/p100 complex, 52 kDa subunit)
(NMTS55) (p54(nrb)) (p54nrb)

Obg-like ATPase 1 (DNA damage-regulated overexpressed in cancer
45) (DOC45) (GTP-binding protein 9)

Poly [ADP-ribose] polymerase 1 (PARP-1) (EC 2.4.2.30) (ADP-
ribosyltransferase diphtheria toxin-like 1) (ARTD1) (NAD(+) ADP-
ribosyltransferase 1) (ADPRT 1) (Poly[ADP-ribose] synthase 1)
Polymerase delta-interacting protein 2 (38 kDa DNA polymerase
delta interaction protein) (p38)

Protein SET (HLA-DR-associated protein Il) (Inhibitor of granzyme A-
activated DNase) (IGAAD) (PHAPII) (Phosphatase 2A inhibitor
I2PP2A) (I-2PP2A) (Template-activating factor 1) (TAF-I)

Ras GTPase-activating protein-binding protein 1 (G3BP-1) (EC
3.6.4.12) (EC 3.6.4.13) (ATP-dependent DNA helicase VIII) (hDH VIII)
(GAP SH3 domain-binding protein 1)

Replication protein A 14 kDa subunit (RP-A p14) (Replication factor A
protein 3) (RF-A protein 3)

RNA demethylase ALKBH5 (EC 1.14.11.-) (Alkylated DNA repair
protein alkB homolog 5) (Alpha-ketoglutarate-dependent
dioxygenase alkB homolog 5)

Uracil-DNA glycosylase (UDG) (EC 3.2.2.27)

Werner syndrome ATP-dependent helicase (EC 3.6.4.12) (DNA
helicase, RecQ-like type 3) (RecQ3) (Exonuclease WRN) (EC 3.1.-.-)
(RecQ protein-like 2)

X-ray repair cross-complementing protein 5 (EC 3.6.4.-) (86 kDa
subunit of Ku antigen) (ATP-dependent DNA helicase 2 subunit 2)
(ATP-dependent DNA helicase Il 80 kDa subunit) (CTC box-binding
factor 85 kDa subunit) (CTC85) (CTCBF) (DNA repair protein XRCC5)
(Ku80) (Ku86) (Lupus Ku autoantigen protein p86) (Nuclear factor 1V)
(Thyroid-lupus autoantigen) (TLAA) (X-ray repair complementing
defective repair in Chinese hamster cells 5 (double-strand-break
rejoining))

X-ray repair cross-complementing protein 6 (EC 3.6.4.-) (EC 4.2.99.-)
(5'-deoxyribose-5-phosphate lyase Ku70) (5'-dRP lyase Ku70) (70 kDa
subunit of Ku antigen) (ATP-dependent DNA helicase 2 subunit 1)
(ATP-dependent DNA helicase Il 70 kDa subunit) (CTC box-binding
factor 75 kDa subunit) (CTC75) (CTCBF) (DNA repair protein XRCC6)
(Lupus Ku autoantigen protein p70) (Ku70) (Thyroid-lupus
autoantigen) (TLAA) (X-ray repair complementing defective repair in
Chinese hamster cells 6)

INTS3 Clorf193 Clorf60

TET2 KIAA1546

NONO NRB54

OLA1 GTPBP9

PARP1 ADPRT PPOL

POLDIP2 PDIP38 POLD4

SET

G3BP1 G3BP

RPA3 REPA3 RPA14

ALKBH5 ABH5 OFOXD1

UNG DGU UNG1 UNG15

WRN RECQ3 RECQL2

XRCC5 G22P2

XRCC6 G22P1

Proteines implicades en meiosis i cicle cel-lular

Q96BM9

ADP-ribosylation factor-like protein 8A (ADP-ribosylation factor-like
protein 10B) (Novel small G protein indispensable for equal
chromosome segregation 2)

ARL8A ARL10B GIE2
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ADP-ribosylation factor-like protein 8B (ADP-ribosylation factor-like

Q9NVJ2  protein 10C) (Novel small G protein indispensable for equal ARL8B ARL10C GIE1
chromosome segregation 1)

Q99459 Cell division cycle 5-like protein (Cdc5-like protein) (Pombe cdc5- CDCS5L KIAAO432
related protein) PCDC5RP
Centromere protein F (CENP-F) (AH antigen) (Kinetochore protein

P43454 CENPF) (Mitosin) CENPF

Q71279 Centromere protein Q (CENP-Q) CENPQ C60rf139

Q13352 C.ent.romere protem R (CENP-R) (Be_ta—3-en(flonexm) (Integrin beta-3- ITGB3BP CENPR NRIF3
binding protein) (Nuclear receptor-interacting factor 3)

Centromere protein S (CENP-S) (Apoptosis-inducing TAF9-like
Q8N279 domain-containing protein 1) (FANCM-interacting histone fold APITD1 CENPS FAAP16
. . . . . MHF1
protein 1) (Fanconi anemia-associated polypeptide of 16 kDa)
Centromere-associated protein E (Centromere protein E) (CENP-E)

Q02224 (Kinesin-related protein CENPE) CENPE

095239 Chromosome-associated kinesin KIF4A (Chromokinesin-A) KIF4A KIF4

QoUJ98 Cohesin §ubun|t SA-3 (SCC3 homolog 3) (Stromal antigen 3) STAG3
(Stromalin-3)

Condensin complex subunit 1 (Chromosome condensation-related

Q15021 SMC-associated protein 1) (Chromosome-associated protein D2) NCAPD2 CAPD2 CNAP1
(hCAP-D2) (Non-SMC condensin | complex subunit D2) (XCAP-D2 KIAA0159
homolog)

Condensin complex subunit 3 (Chromosome-associated protein G)

Q9BPX3 (Condensin subunit CAP-G) (hCAP-G) (Melanoma antigen NY-MEL-3) NCAPG CAPG NYMEL3
(Non-SMC condensin | complex subunit G) (XCAP-G homolog)

Condensin-2 complex subunit H2 (Chromosome-associated protein

Q6IBW4  H2) (hCAP-H2) (Kleisin-beta) (Non-SMC condensin Il complex subunit NCAPH2 CAPH2
H2)

Double-strand break repair protein MRE11A (Meiotic recombination

P49959 11 homolog 1) (MRE11 homolog 1) (Meiotic recombination 11 MRE11A HNGS1 MRE11
homolog A) (MRE11 homolog A)

Q8NEH6 Meiosis-specific nuclear structural protein 1 MNS1
Microtubule-associated protein 1S (MAP-1S) (BPY2-interacting

Q66K74 protein 1) (Microtubule-associated protein 8) (Variable charge Y MAP1S BPY2IP1 C190rf5
chromosome 2-interacting protein 1) (VCY2-interacting protein 1) MAP8 VCY2IP1
(VCY2IP-1) [Cleaved into: MAP1S heavy chain; MAP1S light chain]

Q6PONO Mis18-binding protein 1 (Kinetochore-associated protein KNL-2 MIS18BP1 C140rf106
homolog) (HsKNL-2) (P243) KIAA1903 KNL2 M18BP1

043684 Mitotic checkpoint protein BUB3 BUB3

Q99549 M-phase phosphoprotein 8 (Two hybrid-associated protein 3 with MPHOSPHS MPPS
RanBPM) (Twa3)

QoP258 II:[r)c;t)em RCC2 (RCC1-like protein TD-60) (Telophase disk protein of 60 RCC2 KIAALA70 TDEO
Putative biorientation of chromosomes in cell division protein 1-like

Q8I1YS8 2 (Putative biorientation of chromosomes in cell division protein 1 BOD1L2 BOD1P FAM44C
pseudogene) (Putative protein FAM44C)

Q8WYR4 Radial spoke head 1 homolog (Cancer/testis antigen 79) (CT79) RSPH1 TSA2 TSGA2

(Male meiotic metaphase chromosome-associated acidic protein)
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(Meichroacidin) (Testis-specific gene A2 protein)

P18754 Regul_ator of chromosome conden.satlon (C.eII cycle regulatory RCC1 CHC1
protein) (Chromosome condensation protein 1)

QI9NWS8 Required for meiotic nuclear division protein 1 homolog RMND1 Cé6orf96
Spermatid-specific manchette-related protein 1 (Ciliated bronchial

Q8NCR6 epithelial protein 1) (Testis development protein NYD-SP22) SMRP1 Coorf24 CBEL

Q96BD8 Spindle and kinetochore-associated protein 1 SKA1 C180rf24

AGNHRO Struct'ural malnt(.enance of chromosom'es erX|b'Ie.h|nge do.maln- SMCHD1 KIAAOG50
containing protein 1 (SMC hinge domain-containing protein 1)

Q14683 Structural maintenance of chromosomes protein 1A (SMC protein KIAS/-\l\g(1:;8ASDE§(1$:253I\EIC1
1A) (SMC-1-alpha) (SMC-1A) (Sb1.8) SMC1L1
Structural maintenance of chromosomes protein 1B (SMC protein

NDV MC1B SMC1L2

Q8NDV3 1 ) (sMC-1-beta) (SMC-18) SMC1B SMC
Structural maintenance of chromosomes protein 3 (SMC protein 3)

QOUQE? (SMC-3) (Basement membrane-associated chondroitin proteoglycan) SMC3 BAM BMH CSPG6
(Bamacan) (Chondroitin sulfate proteoglycan 6) (Chromosome- SMC3L1
associated polypeptide) (hCAP)

Q9BX26 Synaptonemal complgx protein 2 (SCP-2) (Synaptonemal complex SYCP2 SCP2
lateral element protein) (hsSCP2)

Q8IYF3  Testis-expressed sequence 11 protein TEX11

Q9BXUO Testis-expressed sequence 12 protein TEX12

Q9GZS3 WD repeat-containing protein 61 (Meiotic recombination REC14 WDR61

protein homolog) (SKI8 homolog) (Ski8)

Proteines del porus nuclear

P52594

P49792

P57740

Q8WUMO

P49790

075694

Q12769

Q92621

P35658

QOUKX7

Q9BwW27

Arf-GAP domain and FG repeat-containing protein 1 (HIV-1 Rev-
binding protein) (Nucleoporin-like protein RIP) (Rev-interacting AGFG1 HRB RAB RIP
protein) (Rev/Rex activation domain-binding protein)

E3 SUMO-protein ligase RanBP2 (EC 6.3.2.-) (358 kDa nucleoporin)
(Nuclear pore complex protein Nup358) (Nucleoporin Nup358) (Ran-
binding protein 2) (RanBP2) (p270) [Includes: Putative peptidyl-prolyl
cis-trans isomerase (PPlase) (EC 5.2.1.8) (Rotamase)]

Nuclear pore complex protein Nup107 (107 kDa nucleoporin)

RANBP2 NUP358

NUP107

(Nucleoporin Nup107)
Nuclear pore complex protein Nup133 (133 kDa nucleoporin)

. NUP133
(Nucleoporin Nup133)
Nuclear pore complex protein Nup153 (153 kDa nucleoporin)

. NUP153
(Nucleoporin Nup153)
Nuclear pore complex protein Nup155 (155 kDa nucleoporin)

. NUP155
(Nucleoporin Nup155)
Nuclear pore complex protein Nup160 (160 kDa nucleoporin) NUP160 KIAA0197
(Nucleoporin Nup160) NUP120
Nuclear pore complex protein Nup205 (205 kDa nucleoporin) NUP205 C7orfl14
(Nucleoporin Nup205) KIAA0225
Nuclear pore complex protein Nup214 (214 kDa nucleoporin) NUP214 CAIN CAN
(Nucleoporin Nup214) (Protein CAN) KIAA0023

Nuclear pore complex protein Nup50 (50 kDa nucleoporin) (Nuclear
pore-associated protein 60 kDa-like) (Nucleoporin Nup50)

Nuclear pore complex protein Nup85 (85 kDa nucleoporin) (FROUNT)
(Nucleoporin Nup75) (Nucleoporin Nup85) (Pericentrin-1)

NUP50 NPAP60L

NUP85 NUP75 PCNT1
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Q99567 Nuclear p0|je complex protein Nup88 (88 kDa nucleoporin) NUPSS
(Nucleoporin Nup88)
Q8N1F7 Nuclear p0|je complex protein Nup93 (93 kDa nucleoporin) NUP93 KIAAOOSS
(Nucleoporin Nup93)
Nuclear pore complex protein Nup98-Nup96 [Cleaved into: Nuclear
pore complex protein Nup98 (98 kDa nucleoporin) (Nucleoporin
P52948 Nup98) (Nup98); Nuclear pore complex protein Nup96 (96 kDa NUP98 ADAR2
nucleoporin) (Nucleoporin Nup96) (Nup96)]
Q92617 Nuclear pore complex-interacting protein-like 3 (Protein pps22-1) NPIPI?;\I.’;PIl(IIDﬁQOZZO
P37198 Nuclear pore glycoprotein p62 (62 kDa nucleoporin) (Nucleoporin NUPG2
Nup62)
Nuclear pore membrane glycoprotein 210 (Nuclear pore protein
gp210) (Nuclear envelope pore membrane protein POM 210)
Q8TEM1 (POM210) (Nucleoporin Nup210) (Pore membrane protein of 210 NUP210 KIAA0306
kDa)
Nuclear pore membrane glycoprotein 210-like (Nucleoporin 210
Q5VU6S kDa-like) (Nucleoporin Nup210-like) NUP210L
Q53GS7 Nucleoporin GLE1 (hGLE1) (GLE1-like protein) GLE1 GLE1L
Q9BTX1 Nucleoporin NDC1 (hNDC1) (Transmembrane protein 48) NDC1 TMEM48
Q5SRE5  Nucleoporin NUP188 homolog (hNup188) NUP188 KIAA0169
Q8NFH4  Nucleoporin Nup37 (p37) (Nup107-160 subcomplex subunit Nup37) NUP37
Q8NFH3  Nucleoporin Nup43 (Nup107-160 subcomplex subunit Nup43) (p42) NUP43
Nucleoporin NUP53 (35 kDa nucleoporin) (Mitotic phosphoprotein
Q8NFH5  44) (MP-44) (Nuclear pore complex protein Nup53) (Nucleoporin NUP35 MP44 NUP53
Nup35)
Q723B4 Nucleoporin p54 (54 kDa nucleoporin) NUP54
Q9BVL2 Nucleoporin p58/p45 (Nucleoporin-like protein 1) NUPL1 KIAA0410
QI6EE3 Nucleoporm SEH1 (Nup107-160 subcomplex subunit SEH1) (SEC13- SEH1L SEC13L SEH1
like protein)
12270 Nucleoprotein TPR (Megato.r) (NPC—a:ssouated intranuclear protein) TPR
(Translocated promoter region protein)
Ribonucleoproteines
116 kDa U5 small nuclear ribonucleoprotein component (Elongation
Q15029 factor Tu GTP-binding domain-containing protein 2) (SNU114 EFTUD2 KIAA0O31
homolog) (hSNU114) (U5 snRNP-specific protein, 116 kDa) (U5-116 SNRP116
kDa)
P03950 Angiogenin (EC 3.1.27.-) (Ribonuclease 5) (RNase 5) ANG RNASE5
Deoxyribonuclease gamma (DNase gamma) (EC 3.1.21.-) (DNase |
D E1L3 DHP2
Q13609 homolog protein DHP2) (Deoxyribonuclease I-like 3) (DNase I-like 3) N'?)SNAS"?BHP
(Liver and spleen DNase) (LS-DNase) (LSD)
Q96HR8 H/ACA ribonucleoprotein complex non-core subunit NAF1 (hNAF1)
Q99729 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A/B (hnRNP A/B) HNRNPAB ABBP1
(APOBEC1-binding protein 1) (ABBP-1) HNRPAB
Q13151 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A0 (hnRNP AQ) HNRNPAO HNRPAO
P09651 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A1 (hnRNP A1) (Helix- HNRNPA1 HNRPA1
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destabilizing protein) (Single-strand RNA-binding protein) (hnnRNP
core protein Al)
P51991 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A3 (hnRNP A3) HNRNPA3 HNRPA3
Q14103 Heterogeneous.nu.clear rlbqnucleoprotem DO (hnRNP DO) (AU-rich HNRNPD AUF1 HNRPD
element RNA-binding protein 1)
Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein D-like (hnRNP D-like)
014979  (hnRNP DL) (AU-rich element RNA-binding factor) (JKT41-binding HNRNPDL HNRPDL
: : JKTBP
protein) (Protein laAUF1)
Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein F (hnRNP F) (Nucleolin-
P52597 like protein mcs94-1) [Cleaved into: Heterogeneous nuclear HNRNPF HNRPF
ribonucleoprotein F, N-terminally processed]
!—Ieterogeneous nuclear rlbonu_cleoproteln H (hnRNP H) [C!eaved HNRNPH1 HNRPH
P31943 into: Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein H, N-terminally
HNRPH1
processed]
Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein H2 (hnRNP H2) (FTP-3)
P55795 ﬁHeterogeneous nuclear rlbon_ucleoprotem H ) (hnRNP H') [Fleaved HNRNPH2 ETP3 HNRPH2
into: Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein H2, N-terminally
processed]
Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein H3 (hnRNP H3)
P31942 . . HNRNPH3 HNRPH
319 (Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein 2H9) (hnRNP 2H9) 3 3
Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein K (hnRNP K)
P6197 . . HNRNPK HNRPK
61978 (Transformation up-regulated nuclear protein) (TUNP)
. . HNRNPL HNRPL
P14866 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein L (hnRNP L) p/OKcl.14
HNRNPM HNRPM
P52272  Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein M (hnRNP M) NAGR1
Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein Q (hnRNP Q) (Glycine- and
060506 tyr05|.ne-r|ch RNA-bmdmg pr'ote.m) (GRY-RBP) §N51-as.souatec.| SYNCRIP HNRPQ NSAP1
protein 1) (Synaptotagmin-binding, cytoplasmic RNA-interacting
protein)
043390 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein R (hnnRNP R) HNRNPR HNRPR
Q00839 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein U (hnRNP U) (Scaffold HNRNPU HNRPU SAFA
attachment factor A) (SAF-A) (p120) (pp120) u21.1
Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein U-like protein 2 (Scaffold-
QIKMD3 attachment factor A2) (SAF-A2) HNRNPUL2 HNRPUL2
P22626 Heterogeneous nuclear ribonucleoproteins A2/B1 (hnRNP A2/B1) HNRNPA2B1 HNRPA2B1
P07910 Heterogeneous nuclear ribonucleoproteins C1/C2 (hnRNP C1/C2) HNRNPC HNRPC
Q6PKGO La-related protein 1 (La ribonucleoprotein domain family member 1)  LARP1 KIAA0731 LARP
PO5455 Lupus La protein (La 'flutoantlgen) (La ribonucleoprotein) (Sjoegren SSB
syndrome type B antigen) (SS-B)
Poly(rC)-binding protein 1 (Alpha-CP1) (Heterogeneous nuclear
Q15365 ribonucleoprotein E1) (hnRNP E1) (Nucleic acid-binding protein PCBP1
SUB2.3)
Poly(rC)-binding protein 2 (Alpha-CP2) (Heterogeneous nuclear
15366 PCBP2
Q ribonucleoprotein E2) (hnRNP E2)
Polypyrimidine tract-binding protein 1 (PTB) (57 kDa RNA-binding
P26599 protein PPTB-1) (Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein 1) (hnRNP PTBP1 PTB

1)
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QONRR4 Ribonuclease 3 (EC 3.1.26.3) (Protein Drosha) (Ribonuclease Il1) DROSHA RN3 RNASE3L
(RNase Ill) (p241) RNASEN
Ribonuclease H2 subunit B (RNase H2 subunit B) (Aicardi-Goutieres
Q5TBB1 syndrome 2 protein) (AGS2) (Deleted in lymphocytic leukemia 8) RNASEH2B DLEU8
(Ribonuclease HI subunit B)
P78345 Ribonuclease P protein subunit p38 (RNaseP protein p38) (EC RPP38
3.1.26.5)
Ribonuclease UK114 (EC 3.1.-.-) (14.5 kDa translational inhibitor
P52758 protein) (p14.5) (Heat-responsive protein 12) (UK114 antigen HRSP12 PSP
homolog)
Q9HCJ3  Ribonucleoprotein PTB-binding 2 (Protein raver-2) RAVER2 KIAA1579
RNA-binding motif protein, X-linked-like-2 (Testis-specific
075526 heterogeneous nuclear ribonucleoprotein G-T) (hnRNP G-T) RBMXL2 HNRNPGT
RNA-binding protein 8A (Binder of OVCA1-1) (BOV-1) (RNA-binding
RBM8A RBM8 HSPC114
Q9Y5S9  motif protein 8A) (RNA-binding protein Y14) (Ribonucleoprotein 8 8 HSPC
MDS014
RBMSA)
P62304 Small nuclear ribonucleoprotein E (snRNP-E) (Sm protein E) (Sm-E) SNRPE
(SmE)
P62314 Small nuclear rlbor.1ucleoprote|n Sm D1 (Sm-D1) (Sm-D autoantigen) SNRPD1
(SNRNP core protein D1)
Small nuclear ribonucleoprotein-associated proteins B and B'
P1467 NRPB COD SNRPB1
678 (snRNP-B) (Sm protein B/B') (Sm-B/B') (SmB/B') S cobs
P08621 U1 small nuclear ribonucleoprotein 70 kDa (U1 snRNP 70 kDa) (U1-  SNRNP70 RNPU1Z RPU1
70K) (snRNP70) SNRP70 U1AP1
QoY5I1 U3 small nucleolar RNA-associated protein 18 homolog (WD repeat- UTP18 WDR50
containing protein 50) CDABPQ061 CGI-48
us s.mal.l nut?lear rlbpnucleoproteln 200 kDa heI!casg (EC3.6.4.13) SNRNP200 ASCC3L1
075643 (Activating signal cointegrator 1 complex subunit 3-like 1) (BRR2 HELIC? KIAAD7SS
homolog) (U5 snRNP-specific 200 kDa protein) (U5-200KD)
U6 snRNA-associated Sm-like protein LSm2 (Protein G7b) (Small
Q9Y333 nuclear ribonuclear protein D homolog) (snRNP core Sm-like protein LSM2 C6orf28 G7B
Sm-x5)

Altres nucleoproteines

096019

Q96M93

Q9Y3D8

P50995

P46013
Q9UKV3

Q6PL18

Actin-like protein 6A (53 kDa BRG1-associated factor A) (Actin-
related protein Baf53a) (ArpNbeta) (BRG1-associated factor 53A)
(BAF53A) (INO80 complex subunit K)

Adenosine deaminase domain-containing protein 1 (Testis nuclear
RNA-binding protein)

Adenylate kinase isoenzyme 6 (AK6) (EC 2.7.4.3) (Adrenal gland
protein AD-004) (Coilin-interacting nuclear ATPase protein) (hCINAP)
(Dual activity adenylate kinase/ATPase) (AK/ATPase)

Annexin A11 (56 kDa autoantigen) (Annexin XI) (Annexin-11)
(Calcyclin-associated annexin 50) (CAP-50)

Antigen KI-67 MKI67

Apoptotic chromatin condensation inducer in the nucleus (Acinus) ACIN1 ACINUS KIAA0670

ATPase family AAA domain-containing protein 2 (EC 3.6.1.3) (AAA
nuclear coregulator cancer-associated protein) (ANCCA)

ACTL6A BAF53 BAF53A
INO8OK

ADAD1 TENR

TAF9 AK6 CINAP AD-004
CGI-137

ANXA11 ANX11

ATAD2 L16 PRO2000



8. Annexos

Num.
d’accés Noms de les proteines Nom del Gen
UniprotkKB
ATP-dependent RNA helicase A (RHA) (EC 3.6.4.13) (DEAH box
Q08211 protein 9) (Leukophysin) (LKP) (Nuclear DNA helicase I1) (NDH II) DHXS DDXS LKP NDH2
ATP-dependent RNA helicase DDX19A (EC 3.6.4.13) (DDX19-like
QINUU7 protein) (DEAD box protein 19A) DDX19A DDX1SL
Q9UMR2 ATP-dependent RNA helicase DDX19B (EC 3.6.4.13) (DEAD box RNA DDX19B DBP5 DDX19
helicase DEAD5) (DEAD box protein 19B) TDBP
ATP-dependent RNA helicase DDX39A (EC 3.6.4.13) (DEAD box
000148 protein 39) (Nuclear RNA helicase URH49) DDX39A DDX33
ATP-dependent RNA helicase DDX3X (EC 3.6.4.13) (DEAD box protein
000571 3, X-chromosomal) (DEAD box, X isoform) (Helicase-like protein 2) DDX3X DBX DDX3
(HLP2)
015523 ATP-dependent RNA helicase DDX3Y (EC 3.6.4.13) (DEAD box protein DDX3Y DBY
3, Y-chromosomal)
AT-rich interactive domain-containing protein 4A (ARID domain-
P29374 containing protein 4A) (Retinoblastoma-binding protein 1) (RBBP-1) ARIDAA RBBP1 RBP1
Calcium-binding and coiled-coil domain-containing protein 2
Q6PL18 (Antigen nuclear dot 52 kDa protein) (Nuclear domain 10 protein CALCOCO2 NDP52
NDP52) (Nuclear domain 10 protein 52) (Nuclear dot protein 52)
QINX58 Cell growth-regulating nucleolar protein NOCAL
Chloride intracellular channel protein 1 (Chloride channel ABP)
000299 (Nuclear chloride ion channel 27) (NCC27) (Regulatory nuclear CLIC1 G6 NCC27
chloride ion channel protein) (hRNCC)
Cysteine/serine-rich nuclear protein 1 (CSRNP-1) (Axin-1 up-
Q96565 regulated gene 1 protein) (Protein URAX1) (TGF-beta-induced CSRNP1 AXUD1 TAIP3
apoptosis protein 3) (TAIP-3)
Q9H175 Cysteine/serine-rich nuclear protein 2 (CSRNP-2) (Protein CSRNP2 C120rf22
FAM130A1) (TGF-beta-induced apoptosis protein 12) (TAIP-12) FAM130A1 TAIP12
DDB1- and CUL4-associated factor 6 (Androgen receptor complex-
Q58WW?2 associated protein) (ARCAP) (1Q motif and WD repeat-containing DCAF6 IQWD1 MSTPO55
protein 1) (Nuclear receptor interaction protein) (NRIP)
E1A-binding protein p400 (EC 3.6.4.-) (CAG repeat protein 32) EP400 CAGH32
Q96L91 (Domino homolog) (hDomino) (Trinucleotide repeat-containing gene KIAA1498 KIAA1818
12 protein) (p400 kDa SWI2/SNF2-related protein) TNRC12
P50402 Emerin GTPBP4 CRFG NOG1
Exportin-1 (Exp1) (Chromosome region maintenance 1 protein NOP14 C4orf9 NOL14
014980
homolog) RES4-25
Exportin-2 (Exp2) (Cellular apoptosis susceptibility protein)
P55060 (Chromosome segregation 1-like protein) (Importin-alpha re- NOL3 ARC NOP
exporter)
. - . XPO6 KIAA0370
Q96QU8 Exportin-6 (Exp6) (Ran-binding protein 20) RANBP20
. - . XPO7 KIAAO745
Q9UIA9  Exportin-7 (Exp7) (Ran-binding protein 16) RANBP16
043592  Exportin-T (Exportin(tRNA)) (tRNA exportin) XPOT
Q9UNNS FAS-associated factor 1 (hFAF1) (UBX domain-containing protein 12)  FAF1 UBXD12 UBXN3A
(UBX domain-containing protein 3A) CGI-03
P85037 Forkhead box protein K1 (Myocyte nuclear factor) (MNF) FOXK1 MNF
Q5SSJ5  Heterochromatin protein 1-binding protein 3 (Protein HP1-BP74) HP1BP3
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d’accés Noms de les proteines Nom del Gen
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Importin subunit alpha-5 (Karyopherin subunit alpha-1)
P52294  (Nucleoprotein interactor 1) (NPI-1) (RAG cohort protein 2) (SRP1- KPNA1 RCH2
beta)
Importin subunit beta-1 (Importin-90) (Karyopherin subunit beta-1)
Q14974 (Nuclear factor p97) (Pore targeting complex 97 kDa subunit) KPNB1 NTF97
(PTAC97)
Lamina-associated polypeptide 2, isoform alpha (Thymopoietin
isoform alpha) (TP alpha) (Thymopoietin-related peptide isoform
P42166 alpha) (TPRP isoform alpha) [Cleaved into: Thymopoietin (TP) TMPO LAP2
(Splenin); Thymopentin (TP5)]
Lamin-B receptor (Integral nuclear envelope inner membrane
Q14733 protein) (LMN2R) LBR
P20700 Lamin-B1 LMNB1 LMN2 LMNB
Q03252 Lamin-B2 LMNB2 LMN2
P07199 Major centromere autoantigen B (Centromere protein B) (CENP-B) CENPB
P43243  Matrin-3 MATR3 KIAA0723
Melanoma-alssoaated antigen E1 (AIpha-dystrgbrewn-assocllated MAGEEL HCA1
Q9HCI5 MAGE Protein) (DAMAGE) (Hepatocellular carcinoma-associated KIAAL587
protein 1) (MAGE-E1 antigen)
000255 Menin MEN1 SCG2
Nesprin-1 (Enaptin) (Myocyte nuclear envelope protein 1) (Myne-1) SYNE1 C60rf98
Q8NF91 (Nuclear envelope spectrin repeat protein 1) (Synaptic nuclear KIAAO0796 KIAA1262
envelope protein 1) (Syne-1) KIAA1756 MYNE1
Nesprin-2 (Nuclear envelope spectrin repeat protein 2) (Nucleus and
Q8WXHO actin connecting element protein) (Protein NUANCE) (Synaptic SYNE2 KIAA1011 NUA
nuclear envelope protein 2) (Syne-2)
Q6ZMZ3 Nesprin-3 (Nuclear envelope spectrin repeat protein 3) SYNE3 C14o0rf49
Q8IVLO Neuron navigator 3 (Pore membrane and/or filament-interacting-like NAV3 KIAA0938
protein 1) (Steerin-3) (Unc-53 homolog 3) (unc53H3) POMFIL1 STEERIN3
P49321  Nuclear autoantigenic sperm protein (NASP) NASP
Nuclear cap-binding protein subunit 1 (80 kDa nuclear cap-binding
Q09161 otein) (CBP8O) (NCBP 80 kDa subunit) NCBPL CBPSO NCBP
Q9NXR1 Nuclear distribution protein nudE homolog 1 (NudE) NDE1 NUDE
Nuclear distribution protein nudE-like 1 (Protein Nudel) (Mitosin- NDEL1 EOPA MITAP1
Q9GZM8 . -
associated protein 1) NUDEL
Q8N9AS Nuclear envelope phosphatase-regulatory subunit 1 (NEP1-R1) CNEP1R1 Cl60rf69
(Transmembrane protein 188) TMEM188
Q9Y266 Nuclear migration protein nudC (Nuclear distribution protein C NUDC
homolog)
Q8TAT6  Nuclear protein localization protein 4 homolog (Protein NPL4) NPLOC4 KIAA1499 NPL4
QOHCDS Nuclear receptor coactivator 5 (NCoA-5) (Coactivator independent of NCOAS KIAAL637
AF-2) (CIA)
075376 Nuclear receptor corepressor 1 (N-CoR) (N-CoR1) NCOR1 KIAA1047
P13056 Nuclear receptor su.bfaminZgroupC member 1 (Orphan nuclear NR2C1 TR2
receptor TR2) (Testicular receptor 2)
Q9UHY1 Nuclear receptor-binding protein NRBP1 BCON3 NRBP
QONSYO Nuclear receptor-binding protein 2 (Transformation-related gene 16 NRBP2 PP9320 TRG16

protein) (TRG-16)
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P61970 Nuclear transport factor 2 (NTF-2) (Placental protein 15) (PP15) NUTF2 NTF2
Q02818 Nucleobindin-1 (CALNUC) NUCB1 NUC
Nucleobindin-2 (DNA-binding protein NEFA) (Gastric cancer antigen
P80303 Zg4) (Prepronesfatin) [Cleaved into: Nesfatin-1] NUCB2 NEFA
Nucleolar complex protein 4 homolog (NOC4 protein homolog)
Q9BVI4  (NOCA4-like protein) (Nucleolar complex-associated protein 4-like NOP56 NOL5A
protein)
Q9BZE4 Nucleolar GTP-binding protein 1 (Chronic renal failure gene protein) NOP58 NOL5 NOP5
(GTP-binding protein NGB) HSPC120
P78316 Nucleolar protein 14 (Nucleolar complex protein 14) NPM1 NPM
Nucleolar protein 3 (Apoptosis repressor with CARD) (Muscle-
060936 enriched cytoplasmic protein) (Myp) (Nucleolar protein of 30 kDa) TPR
(Nop30)
000567 Nucleolar protein 56 (Nucleolar protein 5A) XPO1 CRM1
Q9Y2X3  Nucleolar protein 58 (Nucleolar protein 5) CSE1L CAS XPO2
P06748 Nucle_ophosmln (NPM) {Nucleolar phosphoprotein B23) (Nucleolar LYAR PNAS-5
protein NO38) (Numatrin)
12270 Nucleoprotein TPR (Megato.r) (NPC-a§SOC|ated intranuclear protein) EMD EDMD STA
(Translocated promoter region protein)
Q6DKJ4  Nucleoredoxin (EC 1.8.1.8) NXN NRX
Nucleoside diphosphate kinase A (NDK A) (NDP kinase A) (EC 2.7.4.6)
P15531 (Granzyme A-activated DNase) (GAAD) (Metastasis inhibition factor NME1 NDPKA NM23
nm23) (Tumor metastatic process-associated protein) (nm23-H1)
P55209 Nucleosome assembly protein 1-like 1 (NAP-1-related protein) NAP1L1 NRP
(hNRP)
Q99733 Nuclepsome assembly protein 1-like 4 (Nucleosome assembly NAP1LA NAP2
protein 2) (NAP-2)
Q13416 Origin recognition complex subunit 2 ORC2 ORC2L
QOUBDS Or|g|n.recogn|t|on complex subunit 3 (Origin recognition complex ORC3 LATHEO ORC3L
subunit Latheo)
Polycomb protein SUZ12 (Chromatin precipitated E2F target 9
Z12 CHET9 JIAZ1
Q15022 protein) (ChET 9 protein) (Joined to JAZF1 protein) (Suppressor of SU CHETS JJ
. KIAA0160
zeste 12 protein homolog)
P02545 Prelz.amln-A/C [Cleaved into: Lamin-A/C (70 kDa lamin) (Renal LMNA LMN1
carcinoma antigen NY-REN-32)]
QoUMS4 Pre-mRNA-processing factor 19 (Nuclear matrix protein 200) PRPF19 NMP200 PRP19
(PRP19/PS0O4 homolog) (hPso4) (Senescence evasion factor) SNEV
Q86US6 Protein polybromo-1 (hPB1) (BRG1-associated factor 180) (BAF180) PBRM1 BAF180 PB1
(Polybromo-1D)
Regulator of nonsense transcripts 1 (EC 3.6.4.-) (ATP-dependent
Q92900 helicase RENT1) (Nonsense mRNA reducing factor 1) (NORF1) (Up- UPF1 KIAA0221 RENT1
frameshift suppressor 1 homolog) (hUpf1)
Regulator of nonsense transcripts 2 (Nonsense mRNA reducing
QSHAUS factor 2) (Up-frameshift suppressor 2 homolog) (hUpf2) UPF2 KIAA1408 RENT2
Retinoblastoma-like protein 2 (130 kDa retinoblastoma-associated
BL2 RB2
Q08395 protein) (p130) (Retinoblastoma-related protein 2) (RBR-2) (pRb2) R R
Serine/arginine repetitive matrix protein 1 (SR-related nuclear matrix
Q8IYB3  protein of 160 kDa) (SRm160) (Ser/Arg-related nuclear matrix SRRM1 SRM160

protein)
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Serine/threonine-protein kinase 38-like (EC 2.7.11.1) (NDR2 protein

Q3Y2H1 kinase) (Nuclear Dbf2-related kinase 2) STK38L KIAA0965 NDR2
Serine/threonine-protein kinase ATR (EC 2.7.11.1) (Ataxia

Q13535 telangiectasia and Rad3-related protein) (FRAP-related protein 1) ATR FRP1
Serine/threonine-protein kinase haspin (EC 2.7.11.1) (Germ cell-

Q8TF76  specific gene 2 protein) (H-haspin) (Haploid germ cell-specific GSG2
nuclear protein kinase)

043805 Sjoegren syndrome nuclear autoantigen 1 (Nuclear autoantigen of SSNAL NA14
14 kDa)

Q8TADS Smad nuclear-interacting protein 1 (FHA domain-containing protein SNIP1
SNIP1)
Sperm protein associated with the nucleus on the X chromosome A )

Q9NS26 (Cancer/testis antigen 11.1) (CT11.1) (Nuclear-associated protein SPANS):QT\&PAAZNXA'
SPAN-Xa) (SPAN-X) (SPANX-A) (SPANX family member A)
Sperm protein associated with the nucleus on the X chromosome

QONS25 B/F (Cancer/testis antigen 11.2) (CT11.2) (Nuclear-associated protein SPANXB1 SPANXB;
SPAN-Xb) (SPANX-B) (Nuclear-associated protein SPAN-Xf) (SPANX-F) SPANXB2; SPANXF1
(SPANX family member B/F)
Sperm protein associated with the nucleus on the X chromosome C
(Cancer/testis antigen 11.3) (CT11.3) (Cancer/testis-associated

QINY87 protein CTp11) (Nuclear-associated protein SPAN-Xc) (SPANX-C) SPANXC
(SPANX family member C)
Sperm protein associated with the nucleus on the X chromosome D

Q9BXN6 (Cancer/testis antigen 11.4) (CT11.4) (Nuclear-associated protein SPANXD
SPAN-Xd) (SPANX-D) (SPANX family member D)
Sperm protein associated with the nucleus on the X chromosome E

Q8TAD1 (Nuclear-associated protein SPAN-Xe) (SPANX-E) (SPANX family SPANXE
member E)
Splicing factor U2AF 35 kDa subunit (U2 auxiliary factor 35 kDa

Q01081 subunit) (U2 small nuclear RNA auxiliary factor 1) (U2 snRNP U2AF1 Uiﬁ;:: U2AFBP
auxiliary factor small subunit)
SWI/SNF complex subunit SMARCC1 (BRG1-associated factor 155)

Q92922 (BAF.155) (SWI/SNF C(?mplex 155 kDa subunit) (SWI/SNF-.reIated . SMARCC1 BAF155
matrix-associated actin-dependent regulator of chromatin subfamily
C member 1)
Telomerase protein component 1 (Telomerase-associated protein 1)

Q99573 (Telomerase protein 1) (p240) (p80 telomerase homolog) TEPLTLP1TPL
Telomerase-binding protein EST1A (EC 3.1.-.-) (EST1-like protein A) SMG6 C170r31 ESTIA

Q86US8  (Ever shorter telomeres 1A) (Smg-6 homolog) (Telomerase subunit KIAAQT32
EST1A) (hSmg5/7a)

QOY4RS Telomere length regulation protein TEL2 homolog (Protein clk-2 TELO2 KIAAOGS3
homolog) (hCLK2)

i . THYN1 THY28 HSPC144

Q9P016 Thymocyte nuclear protein 1 (Thymocyte protein Thy28) MDS012 My0054
Transforming growth factor beta regulator 1 (Nuclear interactor of

Q3YBR2 ARF and Mdm2) TBRG1 NIAM

Q92973 Transportin-1 (Importin beta-2) (Karyopherin beta-2) (M9 region TNPO1 KPNB2 MIPL TRN

interaction protein) (MIP)
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014787 Transportin-2 (Karyopherin beta-2b) TNPO2
Tyrosine-protein kinase FRK (EC 2.7.10.2) (FYN-related kinase)

P42685 (Nuclear tyrosine protein kinase RAK) (Protein-tyrosine kinase 5) FRKPTKS RAK
Ubiquitin-like domain-containing CTD phosphatase 1 (EC 3.1.3.16)

Q8WVY7 (Nuclear proteasome inhibitor UBLCP1) UBLCP1
YEATS domain-containing protein 4 (Glioma-amplified sequence 41)

095619 (Gas41) (NuMA-binding protein 1) (NuBI-1) (NuBI1) YEATS4 GAS41

P49750 YLP motif-containing protein 1 (Nuclear protein ZAP3) (ZAP113) YLPM1 C140rf170 ZAP3

Proteines que podrien tenir una localitzacié nuclear i/o citoplasmatica

1-phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate phosphodiesterase zeta-1
(EC 3.1.4.11) (Phosphoinositide phospholipase C-zeta-1)

Q86YWO (Phospholipase C-zeta-1) (PLC-zeta-1) (Testis-development protein PLCZ1
NYD-SP27)
Adenylate cyclase type 10 (EC 4.6.1.1) (AH-related protein)

Q96PN6 (Adenylate cyclase homolog) (Germ cell soluble adenylyl cyclase) ADCY10 SAC
(hsAC) (sAC) (Testicular soluble adenylyl cyclase)

P84077 ADP-ribosylation factor 1 ARF1

P61204  ADP-ribosylation factor 3 ARF3

P84085 ADP-ribosylation factor 5 ARF5

Q15041 ADP-ribosylation factor-like protein 6-interacting protein 1 (ARL-6- ARL6IP1 ARL6IP
interacting protein 1) (Aip-1) KIAAO069
A-kinase anchor protein 13 (AKAP-13) (AKAP-Lbc) (Breast cancer
nuclear receptor-binding auxiliary protein) (Guanine nucleotide

Q12802 exchangg factor Lb'c? (Human thyroid-anchoring protein 31) ‘ AKAP13 BRX HT31 LBC
(Lymphoid blast crisis oncogene) (LBC oncogene) (Non-oncogenic
Rho GTPase-specific GTP exchange factor) (Protein kinase A-
anchoring protein 13) (PRKA13) (p47)

QI9NRGY9 Aladin (Adracalin) AAAS ADRACALA GLOO3

043707 AIp.hai1-act|n|n-4 (F-actin cross-linking protein) (Non-muscle alpha- ACTNA
actinin 4)
Annexm.AZ (Annexin II? (Annexm—Z).(Ca.Ipactln.I heavY chain) ANXA2 ANX2 ANX2L4

P07355 (Calpactin-1 heavy chain) (Chromobindin-8) (Lipocortin Il) (Placental CALLH LPC2D
anticoagulant protein 1V) (PAP-IV) (Protein ) (p36)
Apoptosis-stimulating of p53 protein 2 (Bcl2-binding protein) (Bbp)

Q13625 (Renal carcinoma antigen NY-REN-51) (Tumor suppressor p53- TP53BP2 ASPP2 BBP
binding protein 2) (53BP2) (p53-binding protein 2) (p53BP2)

P09917 Arachidonate 5-lipoxygenase (5-LO) (5-lipoxygenase) (EC 1.13.11.34) ALOX5 LOG5
BCL2/adenovirus E1B 19 kDa protein-interacting protein 3-like

060238 (Adenovirus E1B19K-binding protein B5) (BCL2/adenovirus E1B 19 BNIP3L BN,\IIIT)?A BNIP3H
kDa protein-interacting protein 3A) (NIP3-like protein X) (NIP3L)

P16278 Beta-galactomdase (EC 3.2.1.23) (Acid beta-galactosidase) (Lactase) GLB1 ELNR1
(Elastin receptor 1)

QOHB71 Calcyclin-binding protein (CacyBP) (hCacyBP) (S100A6-binding CACYBP S100A6BP SIP
protein) (Siah-interacting protein) PNAS-107

P68400 Casein kinase Il subunit alpha (CK Il alpha) (EC 2.7.11.1) CSNK2A1 CK2A1
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Clusterin (Aging-associated gene 4 protein) (Apolipoprotein J) (Apo-J)
(Complement cytolysis inhibitor) (CLI) (Complement-associated
protein SP-40,40) (Ku70-binding protein 1) (NA1/NA2)
P10909 (Testosterone-repressed prostate message 2) (TRPM-2) [Cleaved CLU APOJ CLI KUB1
. . . . AAG4
into: Clusterin beta chain (ApoJalpha) (Complement cytolysis
inhibitor a chain); Clusterin alpha chain (ApoJbeta) (Complement
cytolysis inhibitor b chain)]
095476 CTD'nucIear en.velope phosphatase 1(EC3.1.3.16) CTDNEP1 DULLARD
(Serine/threonine-protein phosphatase dullard)
014976 Cyclin-G-associated kinase (EC 2.7.11.1) GAK
Dual specificity mitogen-activated protein kinase kinase 1 (MAP
Q02750 kinase kinase 1) (MAPKK 1) (MKK1) (EC 2.7.12.2) (ERK activator MAP2K1 MEK1 PRKMK1
kinase 1) (MAPK/ERK kinase 1) (MEK 1)
Q9H201 Epsin-3 (EPS-15-interacting protein 3) EPN3
Eukaryotic initiation factor 4A-lll (elF-4A-111) (elF4A-1II) (EC 3.6.4.13)
(ATP-dependent RNA helicase DDX48) (ATP-dependent RNA helicase
elF4A-3) (DEAD box protein 48) (Eukaryotic initiation factor 4A-like
P 1 EIFAA3 DDX48 KIAAO111
38919 NUK-34) (Eukaryotic translation initiation factor 4A isoform 3) 3 8 0
(Nuclear matrix protein 265) (NMP 265) (hNMP 265) [Cleaved into:
Eukaryotic initiation factor 4A-1ll, N-terminally processed]
Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit E (elF3e) (Eukaryotic
P60228 translation initiation factor 3 subunit 6) (Viral integration site protein EIF3E EIF3S6 INT6
INT-6 homolog) (elF-3 p48)
Q8N2G8 GH3 domain-containing protein GHDC D11LGP1E LGP1
GTP-binding nuclear protein Ran (Androgen receptor-associated
P62826 protein 24) (GTPase Ran) (Ras-like protein TC4) (Ras-related nuclear RAN AR?'Z:lOK/SW
protein) '
HCLS1-associated protein X-1 (HS1-associating protein X-1) (HAX-1)
000165 (HS1-binding protein 1) (HSP1BP-1) HAX1 HS18P1
P52292 Impor'tln subunit alpha-1 (Karyopherin subunit alpha-2) (RAG cohort KPNA2 RCH1 SRP1
protein 1) (SRP1-alpha)
000629 ImporFln subunit alpha-3 (Importin alpha Q1) (Qip1) (Karyopherin KPNA4 QIP1
subunit alpha-4)
000505 ImporFln subunit alpha-4 (Importin alpha Q2) (Qip2) (Karyopherin KPNA3 QIP2
subunit alpha-3) (SRP1-gamma)
015131 Importin subunit alpha-6 (Karyopherin subunit alpha-5) KPNA5
060684 Importin subunit alpha-7 (Karyopherin subunit alpha-6) KPNAG6 IPOA7
Q9UI26  Importin-11 (Imp11) (Ran-binding protein 11) (RanBP11) IPO11 RANBP11
094879 Importin-13 (Imp13) (Karyopherin-13) (Kap13) (Ran-binding protein IPO13 KIAAQ724
13) (RanBP13) RANBP13
Q8TEX9 Importin-4 (Imp4) (Importin-4b) (Imp4b) (Ran-binding protein 4) IPO4 IMPA4B RANBP4
(RanBP4)
000410 Import.m-t.‘a (Imp5) (.Importln subunit beta-3) (Karyopherin beta-3) IPO5 KPNB3 RANBPS
(Ran-binding protein 5) (RanBP5)
095373 Importin-7 (Imp7) (Ran-binding protein 7) (RanBP7) IPO7 RANBP7
015397 Importin-8 (Imp8) (Ran-binding protein 8) (RanBP8) IPO8 RANBP8
. - . IPO9 IMP9 KIAA1192
Q96P70 Importin-9 (Imp9) (Ran-binding protein 9) (RanBP9) RANBPO HSPC273
PO5783 Keratin, type | cytoskeletal 18 (Cell proliferation-inducing gene 46 KRT18 CYK18 PIGA6

protein) (Cytokeratin-18) (CK-18) (Keratin-18) (K18)
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P35527 Keratin, type | cytoskeletal 9 (Cytokeratin-9) (CK-9) (Keratin-9) (K9) KRT9

Q8N4N8 Kinesin-like protein KIF2B KIF2B

Q96AG4 Leucine-rich repeat-containing protein 59 (Ribosome-binding protein LRRC59 PRO1855
p34) (p34)

Q14764 Major vault protein (MVP) (Lung resistance-related protein) MVP LRP

P78406 mRNA export factor (Rael protein homolog) (mRNA-associated RAE1 MRNP41
protein mrnp 41)
Mucosa-associated lymphoid tissue lymphoma translocation protein

Q9UDY8 1 (EC 3.4.22.-) (MALT lymphoma-associated translocation) MALT1 MLT
(Paracaspase)

P41218 Myeloid cell nuclear differentiation antigen MNDA

Q9Y217 Myotubularin-related protein 6 (EC 3.1.3.-) MTMR6
Oxidoreductase HTATIP2 (EC 1.1.1.-) (30 kDa HIV-1 TAT-interacting

Q9BUP3 protein) (HIV-1 TAT-interactive protein 2) HTATIP2 CC3 TIP30
Platelet-activating factor acetylhydrolase IB subunit alpha

P43034 (Lissencephaly-1 protein) (LIS-1) (PAF acetylhydrolase 45 kDa PAF?\;I;EiAUFSAlH'\:DCR
subunit) (PAF-AH 45 kDa subunit) (PAF-AH alpha) (PAFAH alpha)
Programmed cell death protein 4 (Neoplastic transformation

Q53EL6 inhibitor protein) (Nuclear antigen H731-like) (Protein 197/15a) PDCD4 H731
Proliferation-associated protein 2G4 (Cell cycle protein p38-2G4

Q3uQs0 homolog) (hG4-1) (ErbB3-binding protein 1) PA2G4 EBP1
Proteasome activator complex subunit 3 (11S regulator complex

P61289 subun!t gamma) (REG-gamma.) (Activator of muIticaFaIytic protease' PSME3
subunit 3) (Ki nuclear autoantigen) (Proteasome activator 28 subunit
gamma) (PA28g) (PA28gamma)

Q96JY0  Protein maelstrom homolog MAEL
Prote!n p.hosphatase 1E (EC 3.1.3.16) (Ca(2+)/calmodulin-dependent PPM1E CAMKN

Q8WY54 protein kinase phosphatase N) (CaMKP-N) (CaMKP-nucleus) KIAALO72 POPX1
(CaMKN) (Partner of PIX 1) (Partner of PIX-alpha) (Partner of PIXA)
Protein unc-45 homolog A (Unc-45A) (GCUNC-45) (Smooth muscle

Q3H3UL cell-associated protein 1) (SMAP-1) UNCASA SMAP1
Protein-tyrosine kinase 2-beta (EC 2.7.10.2) (Calcium-dependent
tyrosine kinase) (CADTK) (Calcium-regulated non-receptor proline-

Q14289 rich tyrosine kinase) (Cell adhesion kinase beta) (CAK-beta) (CAKB) PTK2B FAK2 PYK2 RAFTK
(Focal adhesion kinase 2) (FADK 2) (Proline-rich tyrosine kinase 2)
(Related adhesion focal tyrosine kinase) (RAFTK)
Pterin-4-alpha-carbinolamine dehydratase (PHS) (EC 4.2.1.96) (4-
alpha-hydroxy-tetrahydropterin dehydratase) (Dimerization cofactor

P61457 of hepatocyte nuclear factor 1-alpha) (DCoH) (Dimerization cofactor PCBD1 DCOH PCBD
of HNF1) (Phenylalanine hydroxylase-stimulating protein) (Pterin
carbinolamine dehydratase) (PCD)
Pterin-4-alpha-carbinolamine dehydratase 2 (PHS 2) (EC 4.2.1.96) (4-

Q9HONS a|pha-hydr(.)xy-t.etra?hydropterin dehydratase 2) (DcoH-like protein PCBD2 DCOH2 DCOHM
DCoHm) (Dimerization cofactor of hepatocyte nuclear factor 1 from
muscle) (HNF-1-alpha dimerization cofactor)

P46060 Ran GTPase-activating protein 1 (RanGAP1) RANGAP1 KIAA1835 SD

Q9H2T7 Ran-binding protein 17 RANBP17

Q684P5 Rapl GTPase-activating protein 2 (Rap1GAP2) (GTPase-activating RAP1GAP2 GARNL4

Rap/Ran-GAP domain-like protein 4)

KIAA1039 RAP1GA2



8. Annexos

Num.
d’accés Noms de les proteines Nom del Gen
UniprotKB

Rho GTPase-activating protein 10 (GTPase regulator associated with

A1A4S6 focal adhesion kinase 2) (Graf-related protein 2) (Rho-type GTPase- ARHGAP10 GRAF2
activating protein 10)

Q8IuCa Rhophilin-2 (76 kDa RhoB effector protein) (GTP-Rho-binding protein RHPN2
2) (p76RBE)

Q15633 RISC-Ioadl.ng c.omplex sub.unlt TARBPZ .(TAR RNA-bmdmg protein 2) TARBP2 TRBP
(Trans-activation-responsive RNA-binding protein)

Q9BYT3 Serine/threonine-protein kinase 33 (EC 2.7.11.1) STK33
Serine/threonine-protein kinase N3 (EC 2.7.11.13) (Protein kinase

Q6pS22 PKN-beta) (Protein-kinase C-related kinase 3) PKN3 PKNBETA
Serine/threonine-protein phosphatase 2A 56 kDa regulatory subunit
alpha isoform (PP2A B subunit isoform B'-alpha) (PP2A B subunit

Q15172 isoform B56-alpha) (PP2A B subunit isoform PR61-alpha) PPP2RSA
(PR61alpha) (PP2A B subunit isoform R5-alpha)
Serine/threonine-protein phosphatase 2A catalytic subunit alpha

P67775 isoform (PP2A-alpha) (EC 3.1.3.16) (Replication protein C) (RP-C) PPP2CA
Serine/threonine-protein phosphatase 2A catalytic subunit beta

P62714 PPP2CB

6 isoform (PP2A-beta) (EC 3.1.3.16) ¢

SUMO-conjugating enzyme UBC9 (EC 6.3.2.-) (SUMO-protein ligase)

P63279  (Ubiquitin carrier protein 9) (Ubiquitin carrier protein I) (Ubiquitin- UBE2! UBC9 UBCE9
conjugating enzyme E2 I) (Ubiquitin-protein ligase 1) (p18)

Q9Y2Z0 Suppressor of G2 allele of SKP1 homolog (Protein 40-6-3) (Sgt1) SUGT1
Tankyrase-1 (TANK1) (EC 2.4.2.30) (ADP-ribosyltransferase

095271 diphtheria toxin-like 5) (ARTD5) (Poly [ADP-ribose] polymerase 5A) TNKS PARP5A PARPL
(TNKS-1) (TRF1-interacting ankyrin-related ADP-ribose polymerase) TIN1 TINF1 TNKS1
(Tankyrase 1)

P17987 T-complex protein 1 subunit alpha (TCP-1-alpha) (CCT-alpha) TCP1 CCT1 CCTA

Q9BZW7 ;'(Pa;t)ls—speuﬂc gene 10 protein (Testis development protein NYD- TSGA10 CEPAL

014656 Torsin-1A (Dystonia 1 protein) (Torsin family 1 member A) TOR1A DQ2 DYT1

Q2TAA8 Trans!m-assouated factor X-interacting protein 1 (Trax-interacting TSNAXIPL TXI1
protein 1)

Q99598 Translin-associated protein X (Translin-associated factor X) TSNAX TRAX

P55327  Tumor protein D52 (Protein N8) TPD52

Q16890 Tumor protein D53 (hD53) (Tumor protein D52-like 1) TPD52L1
Tyrosine-protein kinase Lyn (EC 2.7.10.2) (Lck/Yes-related novel

P07948 protein tyrosine kinase) (V-yes-1 Yamaguchi sarcoma viral related LYN JTKS8
oncogene homolog) (p53Lyn) (p56Lyn)

QOUMXO0 g)blqumn-l (Protein linking IAP with cytoskeleton 1) (PLIC-1) (hPLIC- UBQLN1 DA41 PLIC1
Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase 25 (EC 3.4.19.12)

Q9UHP3 (Deubiquitinating enzyme 25) (USP on chromosome 21) (Ubiquitin USP25 USP21
thioesterase 25) (Ubiquitin-specific-processing protease 25)
Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase 4 (EC 3.4.19.12)

Q13107 (Deu.b.lqultlnatln.g enzyme 4) (Ublqt{ltlr? thioesterase 4) (U'quUItIn— USP4 UNP UNPH
specific-processing protease 4) (Ubiquitous nuclear protein
homolog)
Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase CYLD (EC 3.4.19.12)

Q9NQC7 (Deubiquitinating enzyme CYLD) (Ubiquitin thioesterase CYLD) CYLD CYLD1 KIAADBA9

(Ubiquitin-specific-processing protease CYLD)

HSPC057
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d’accés Noms de les proteines Nom del Gen
UniprotkKB
Q92575 UBX domain-containing protein 4 (Erasin) (UBX domain-containing UBXN4 KIAA0242
protein 2) UBXD2 UBXDC1

000159 Unconventional myosin-Ic (Myosin | beta) (MMI-beta) (MMIb) MYO1C
Q9Y224 UPF0568 protein C140rf166 (CLE7 homolog) (CLE) Cl40rf166 CGI-99
Q9BZF9  Uveal autoantigen with coiled-coil domains and ankyrin repeats UACA KIAA1561

254



[9. Llistat d’abreviatures



9. Llistat d’abreviatures

256




9. Llistat d’abreviatures

ug Microgram/s

pl Microlitre/s

1D Monodimensional

2D Bidimensional

B

BP Biological Process/ Proces biologic

BRDT Testis-specific bromodomain-containing protein

BSA Bovine Serum Abumin / albdmina de sérum bovi

C

CASA Computer-aided sperm analysis

CcC Cellular Component / Component cel-lular

CCiTUB Centres Cientifics i Tecnologics de la UB

CHAPS 3-[(cholamidopropyl)dimethylammonio]-propanesulfonate
CMA3 Cromomicina A3

CpG Dinucleotids citosina-guanina

CTAB Cetyltrimethylammonium bromide

D

Da Dalton/s

DAVID Database for Annotation, Visualisation and Integrated Discovery
DGC Sample  Density Gradient Centrifuged Sample / Mostra centrifugada amb gradient de densitat
DNA Deoxyribonucleic acid / acid desoxiribonucleic

DNMT DNA (cytosine-5) methyl transferases / DNA metiltransferases
E

ESI Electrospray lonisation

F

F Forward

FDR False Discovery Rate

FI Fraccié insoluble de la cromatina

FIV Fecundacié in vitro

FS Fraccié soluble de la cromatina

FSH Follicle-stimulatinghormone / Hormona fol-liculostimulant

G

g Velocitat de centrifugacio

g Gram/s

GnRH Gonadotropin-releasing hormone /Hormona alliberadora de gonadotropina
GO Gene Ontology

H

h hora/es

H1t Testicular H1 histone

|

[2PP2A Phosphatase 2A inhibitor (protein SET)

ICSI Intracytoplasmic sperm injection / Injeccio intracitoplasmatica d'espermatozoides
IDIBAPS Institut De Investigacions Biomédiques August Pi i Sunyer

IF Impact factor / Factor d’impacte

IMPPC Institut de Medicina Preventiva i Personal del Cancer
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J

JmjC Domini Jumoniji-C

K

K Lisina

L

L Litre/s

LC Liquid Chromatography/ Cromatografia liquida

LH Luteinizing hormone / Hormona luteinitzant

M

m Massa

MALDI Matrix-Assisted Laser Desorption/lonisation

me Metilacié

me2 Dimetilacié

me3 Trimetilacio

mg Mil-ligram/s

min Minut/s

ml Mil-lilitre/s

MNP Micrococal Nuclease Pellet / Sediment de la nucleasa micrococal
MNS Micrococal Nuclease Supernatant / Sobrenedant de la nucleasa micrococal
MS Mass Spectrometry [ Espectrometria de masses

MS/MS Tandem Mass Spectrometry/ Espectrometria de masses en tandem
N

ng Nanogram/s

NH Nucli-histona / Domini nucli-histonic

nLC nano-liquid chromatography / nano-cromatografia liquida

nm Nanometres

NM Nucleasa Micrococal

NP Nucli-protamina / Domini nucli-protaminic

(o)

O/N Over Night / durant tota la nit

P

p/v pes/volum

P1 Protamina 1

P2 Protamina 2

PAGE Polyacrylamide Gel Electrophoresis / Electroforesi en gel de poliacrilamida
pb Parells de bases

PBS Phosphate buffered saline

PCA Percloracetic acid / Acid percloracétic

PCR Polymerase Chain Reaction [/ Reaccidé en cadena de la polimerasa
PFA Paraformaldehid

PHD Plant homeodomain

PHF8 Histone demethylase PHF8

PLCZ Fosfolipasa CT

ppm Parts per milié

pre-P2 Precursor de la Protamina 2

PRM1 Gen de la Protamina 1

PRM2 Gen de la Protamina 2



9. Llistat d’abreviatures

PSA Persulfat amonic
PT32 32-kD perinuclear theca protein
PTMs Post-translational modifications / modificacions postraduccionals
R
R Reverse
RA Reproduccio Assistida
RNA Ribonucleic acid / acid ribonucleic
RPL9 60S ribosomal protein L9
RT Reverse Transcription / Transcripcio Reversa
S
s Segon/s
SCD Sperm Chromatin Dispersion
SCSA Sperm Chromatin Structure Assay
SDS Sodyum Dodecyl Sulfate
SPANX Sperm protein associated with nucleus in the X chromosome
T
TBP TATA-box binding protein
TBS Tris-Buffered Saline
Thx T-Box
TCA Tricloracetic acid / Acid tricloracétic
TGS Tampo d'electroforesi d'electroforesi (amb Tris, Glicina i SDS)
TOF Time Of Fly
TP1 Transition protein 1 / Proteina de transicid 1
TP2 Transition protein 2 / Proteina de transicid 2
Terminal Deoxynucleotidyl Transferase-mediated 2'-deoxyuridine 5'-triphosphate (dUTP)-
TUNEL . .
Nick End Labelling
U
u Unitats
UB Universitat de Barcelona
\'
v/v volum/volum
W
WHO World Health Organization / Organitzaciéo Mundial de la Salut
YA

Carrega
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