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1. LES HISTONES I EL NUCLEOSOMA

Les histones son proteines relativament petites i amb una proporcid elevada
(> 20%) d’aminoacids carregats positivament (lisines i arginines), la carrega positiva
ajuda les histones a unir-se fortament al DNA. Les histones tenen un paper primordial
en I’empaquetament ordenat de les molécules de DNA a I’interior del nucli cel-lular i
neutralitzen aproximadament el 50% de les carregues del DNA. Les carregues restants
seran neutralitzades per cations de baix pes molecular (Subirana, 1985).

Existeixen 5 tipus principals d’histones: H1, H2A, H2B, H3 i H4. Les histones
H3 i H4 so6n riques en arginines, mentre que la resta ho son en lisines. Les histones
solen tenir entre 102 1 135 aminoacids, i la histona H1 ¢és la més gran, amb
aproximadament 200 aminoacids. Totes les histones presenten una zona central
hidrofobica 1 els seus extrems o cues estan fortament carregats positivament (sobretot
I’extrem amino terminal) (Subirana, 1985).

La seqiiencia de les histones no €s idéntica en tots els organismes, pero es pot
dir que es troben entre les proteines evolutivament més conservades. La variabilitat de
les histones es dona sobretot a la part no globular (les cues), tant en la longitud com en
la composicié aminoacidica. Les histones més conservades son I’H3 1 I’H4. La histona
que presenta més variabilitat €s ’H1 (revisat a Kasinsky et al., 2001).

La comprensié de I’estructura de la cromatina va rebre un fort impuls amb la
descripcio de la unitat fonamental d’empaquetament: el nucleosoma (Kornberg, 1974;
Kornberg i Thomas, 1974). El nucleosoma esta constituit per 200 pb de DNA
envoltant un octamer d’histones, format per un tetramer d’histones H3 i H4 i dos
dimers d’histones H2A 1 H2B, i preséncia d’una histona H1. Mitjancant la digestié
amb nucleasa micrococal es pot fragmentar la cromatina en unitats discretes, les quals
seran multiples del nucleosoma. Aquest tipus de digestions permeten degradar el DNA
internucleosomic, mentre que la resta roman protegit de la digesti6. Aixi, mitjangant
digestions parcials podem obtenir cromatosomes (octamer nucleosomic + histona H1 +
166 pb de DNA). Digestions més intenses causen la pérdua de la histona HI i
permeten obtenir la particula nucli o nucli del nucleosoma (octamer d’histones + 146
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pb DNA) (v. fig. I.1). La longitud del DNA espaiador €s variable tant entre organismes
diferents com dins d’un mateix organisme.

nucleosoma

200 pb (2 voltes
+ DNA espaiador)
+ octimer + H1

cromatosoma
166 pb (2 voltes)
+ octamer + H1

nuch del

nucleosoma
Histona Hl

® O
NN

HA HB

146 pb (1°75 voltes)
+ octamer

- DNA
H3 H4

Fig. 1.1 El nucleosoma. Esquema que il-lustra la relaci6 entre el nucleosoma, el

cromatosoma i el nucli del nucleosoma generats per digestio amb nucleasa micrococal

(NM). A elevada forga ionica es poden separar el DNA i I’octamer d’histones del nucli

nucleosomic. L’octamer esta constituit per 2 molécules de cada una de les histones H2A,
H2B, H3 i H4. Figura modificada de Babu i Verma (1987) i Alberts et al. (1994).

La histona H1 no té un paper essencial en el manteniment de I’estructura del
nucleosoma, perd en canvi, s’uneix al DNA espaiador i és la responsable de
I’empaquetament dels nucleosomes en fibres de 30 nm (Allan et al., 1982; van Holde,
1989). El domini carboxil terminal de la histona H1 és critic pel plegament de la
cromatina (Allan et al. 1986). Les fibres de 30 nm es condensen finalment en
superestructures més empaquetades (els cromosomes) durant la mitosi.

Els estudis per microscopia electronica van permetre observar que la cromatina
en condicions de baixa forga iOnica presentava un aspecte en forma d’enfilall de
granets (collaret de perles) d’aproximadament 11 nm de didmetre (Olins 1 Olins,
1974). A T’augmentar la forca idnica s’hi podia observar una estructura més
empaquetada en forma de fibres de 30 nm de diametre. Encara avui en dia no queda
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clar com s’organitzen els nucleosomes a les fibres de cromatina, tot i que se n’han
plantejat diferents models, com el del solenoide i el model en ziga-zaga (v. fig. 1.2).
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Fig. 1.2 Models d’empaquetament de la cromatina. El DNA es troba empaquetat
amb nucleosomes constituits per dos dimers H2A-H2B, i un tetramer (H3-H4),. En
un estat més condensat i en preséncia d’histona H1 es formen les fibres de
cromatina de 30 nm. Alguns dels models proposats per a la formacio de fibres de
cromatina son el model del solenoide i el model en ziga-zaga. Figura adaptada
d’Alberts et al. (1994) i Woodcock et al. (1984).

En el model del solenoide les fibres de cromatina formarien una hélix que
suposaria una compactacio del DNA entre 5 1 10 vegades més gran (Finch i Klug,
1976). En el segon model, els nucleosomes se situarien en ziga-zaga formant una cinta
en la qual quedarien enfrontats i disposats en dues fileres paral-leles que s’anirien
comprimint gradualment per enrotllar-se finalment en forma d’hé¢lix (Azorin et al.,
1983; Worcel et al., 1981; Woodcok et al., 1984).

D’altra banda, alguns autors han descrit que la cromatina podria adoptar una
forma particulada en forma de granuls (superbeads) (Azorin et al., 1982). Els granuls
no soén regulars 1 presenten un tamany mitja de 34 nm. S’ha suggerit que aquestes
estructures serien subunitats estructurals de la fibra de cromatina (Zentgraf i Franke,
1984). Una altra interpretacio considera que aquests granuls serien un estadi intermedi
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en el procés d’agregacido dels nucleosomes per formar les fibres de cromatina
(Subirana, 1985).

Els estudis cristal-lografics mitjangant difraccié de raigs X van permetre
obtenir ’estructura del nucleosoma a baixa resolucié (7 A), que va confirmar la seva
estructura en forma de disc (Richmond et al., 1984). Posteriorment es va obtenir
I’estructura de 1’octamer d’histones, la qual va mostrar que les histones adoptaven un
plegament caracteristic (histone fold), constituit per una estructura central en alfa hélix
flanquejada a banda i banda per helixs més curtes i llagos, mentre que la part amino-
terminal o cua es trobaria desestructurada (Arents et al., 1991) (v. fig. 1.3).
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Fig. 1.3 Estructura secundaria de les histones nucleosomiques. Representacio de
I’estructura secundaria de les histones del nucli del nucleosoma a partir de la seva
estructura cristal-lografica (Arents et al., 1991; Luger et al., 1997). Els rectangles negres
indiquen la regid tipica en estructura alfa coneguda com a histone fold i en gris
s’indiquen altres regions helicoidals. La regio subratllada no ha pogut ser visualitzada a
partir de la resolucid cristal-lografica de I’estructura. La punta de fletxa indica els llocs
de tall per a la tripsina. Figura adaptada de Wang et al. (2000).

Finalment, I’estructura cristal-lografica del nucleosoma va ser resolta a elevada
resolucié (2,8 A) per Luger et al. (1997) i va mostrar I’estructura de 1’octamer
d’histones 1 la seva interaccio amb els 146 pb de DNA que giren en forma de
superhelix levogira al voltant d’aquest (v. fig. [.4). Els tetramers d’histones H3 i H4
son a la part central del nucli del nucleosoma, mantenint un contacte més estret amb el
DNA. Les cues de les histones es troben exposades 1 permeten la plasticitat estructural
del conjunt.
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Fig. 1.4 Estructura cristal-lografica del nucli del nucleosoma. A) Vista frontal del
nucleosoma amb els 146 pb de DNA envoltant un tetramer d’histones (H3-H4), i dos
dimers d’histones H2A i H2B. B) Vista lateral del nucleosoma. C) Vista frontal de la
meitat del nucleosoma. Figura adaptada de Luger et al. (1997).

Les histones poden patir diferents modificacions posttraduccionals, com
acetilacio, metilacio, fosforilacio, ADP-ribosilacid i ubiquitinitzacio, que regulen les
seves funcions (van Holde, 1989). Les parts més susceptibles de modificacions son les
cues amino-terminals, les quals podrien modular 1’estabilitat del nucleosoma (Morales
1 Richard-Foy, 2000; Widlund et al., 2000). Sembla que hi hauria una relaci6 directa
entre I’acetilacio de les histones nucleosomiques i ’activacié de la transcripcio,
mentre que la desacetilacid causaria la repressid (Kornberg i Lorch, 1999). Tot i aixi,
existeixen alguns estudis contradictoris sobre el paper de 1’acetilaci6 a les cues de les
histones que posen de manifest la complexitat funcional d’aquesta part de la molécula.

Les cues de les histones es troben desestructurades perd poden adoptar
estructura en interaccionar amb proteines o amb el DNA (van Holde,1989; Hansen et
al., 1998). D’altra banda, s’ha demostrat que 1’acetilacid incrementa 1’estructura en
helix alfa de les cues de les histones (Wang et al., 2000) i podria alterar I’estructura i
’estabilitat de la cromatina. Les cues de les histones podrien estar implicades en les
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interaccions entre nucleosomes 1 participar en la compactacid de la fibra de cromatina
(Carruthers i Hansen, 2000).

La sintesi d’histones té lloc durant la fase S del cicle cel-lular 1 va lligada amb
la sintesi de DNA. En aquesta fase es dona una segregaci6 dels nucleosomes parentals
1 la transferéncia de les histones preexistents cap al DNA naixent. L’ altra meitat de les
histones que es dipositaran seran de nova sintesi (Krude, 1999). Immediatament
després de la seva sintesi, les histones H3 1 H4 s’associen entre elles i son acetilades.
L’acetilacid és temporal i sera rapidament revertida quan les histones s’uneixin al
DNA (Verreault, 2000). Les histones es dipositen sobre el DNA de manera seqiiencial
comencant per les histones H3 i H4, seguint per les histones H2A 1 H2B, i finalment la
histona HI (Worcel et al., 1978, Smith i Stillman, 1991).

Un dels factors que participa en ’acoblament de nucleosomes lligat a la
replicacio és CAF-1 (chromatin assembly factor) (Smith 1 Stillman, 1989). La seva
habilitat per promoure la formaci6 de nucleosomes en el DNA en replicacid podria ser
atribuible a la capacitat de reconeixement del marcador del DNA PCNA (proliferating
cell nuclear antigen) (Shibahara i Stillman, 1999; Moggs et al., 2000) (v. fig. L.5).
CAF-1 s’uneix principalment a les histones H3 1 H4, pero recentment s’ha trobat que
també¢ pot interaccionar amb les histones H2A i H2B (Zhang et al., 2000), que podrien
ser facilitades per altres factors com NAP-1 (nucleosome assembly protein) (Ito et al.,
1996a; Chang et al., 1997).
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Fig. L5 Acoblament de nucleosomes mitjancant CAF-1. El complex proteic
CAF-1 uneix el tetramer d’histones H3 i H4 de nova sintesi (acetilades) i és capag
de recon¢ixer el marcador PCNA associat al DNA en replicacio. El tetramer (H3-
H4), sera dipositat en el DNA seguit pels dimers H2A-H2B, que podrien ser
facilitats per altres factors com NAP-1. Figura modificada de Mello i Allmouzni
(2001) i1 Verreault (2000).
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L’espaiament regular dels nucleosomes és un procés dependent d’ATP (Glikin
et al., 1984; Kamakaka et al., 1993). S’han purificat diferents factors a Drosophila que
podrien participar en aquest procés, com NURF (nucleosome remodeling factor)
(Tsukiyama et al. 1994), ACF (ATP-utilizing chromatin assembly and remodeling
factor) i CHRAC (chromatin accessibility complex) (Ito et al., 1997; Varga-Weisz et
al., 1997; Fyodorov i Kadonaga, 2002). Els complexos anteriors contenen una
subunitat catalitica amb funcié d’ATPasa dependent de nucleosoma (ISWI), que també
s’ha relacionat amb el procés de transcripcid (Vignali et al., 2000; Badenhorst et al.,
2002). Un factor similar, denominat RSF (remodeling and spacing factor), s’ha trobat
en humans (LeRoy et al., 1998).

2. PROTEINES ESPERMATIQUES BASIQUES

2.1 Les protamines

Les protamines son proteines petites 1 molt basiques amb un elevat contingut
en arginina (60-80%) i preséncia de serina (10-15%) (Subirana, 1983). El complex de
DNA i protamina s’anomena nucleoprotamina. En aquest complex les carregues
positives de les arginines afavoririen la neutralitzacié de les carregues negatives dels
fosfats del DNA. Els estudis de difraccié de raigs X indiquen que en alguns casos
(cefalopodes) la nucleoprotamina pot ser una estructura quasi cristal-lina (Subirana,
1983). Altres estudis han revelat estructures menys regulars: per exemple a mol-luscs
bivalves (Mytilus) (Ausi6 i Subirana, 1982), aus (Chiva i Subirana, 1986) i mamifers
(Balhorn, 1982).

No es coneix exactament com s’efectua la interacci6 DNA-protamina, pero
s’han proposat diferents models. En alguns d’aquests models les molécules del DNA
es mantenen de manera paral-lela i proximes gracies a la seva interaccid amb les
protamines (Suau i Subirana, 1977). Balhorn i col-laboradors, basant-se en estudis
sobre protamines de mamifers, van proposar que les protamines se situarien al solc
estret del DNA (Balhorn, 1982; Balhorn et al., 1991). Altres autors han proposat que la
interaccid6 DNA-protamina es donaria en el solc ample del DNA (Fita et al. 1983;
Puigjaner et al., 1986). D’altra banda, es va proposar un model basat en la comparacio6
de protamines i I’extrem N-terminal de la histona HI, en el qual cada protamina
establiria unions amb tres molécules de DNA i cada molécula de DNA estaria
envoltada per 6 molécules de protamina (Subirana, 1990). El fet que no hi hagi un tnic
model representatiu que descrigui 1’estructura de la nucleoprotamina seria degut a la
gran variabilitat de protamines existent en les diferents especies.

La nucleoprotamina es forma en la transicié que té lloc al nucli espermatic en
el decurs de I’espermiogenesi i comporta un empaquetament del DNA major que la
nucleohistona (Subirana, 1985). Els processos de fosforilacié son importants, ja que
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modulen la capacitat d’uni6 de la protamina i el DNA. Algunes protamines, com les
dels mamifers, contenen cisteina i formen complexos altament estables i dificils de
dissociar a causa dels ponts disulfur, tant intermoleculars com intramoleculars, que
s’estableixen (Balhorn et al., 1991).

2.1.1 La protamina de Dicentrarchus labrax

Els peixos ossis presenten una considerable diversitat en el tipus de proteines
espermatiques basiques que posseeixen, que poden variar des de les protamines a les
histones, pero també existeixen alguns casos especials. Les protamines dels peixos
solen ser molecules petites (27-34 aminoacids), molt basiques i amb molt poca
diversitat d’aminoacids. Solen presentar del 50 al 80 % d’arginines, les quals solen
trobar-se en grups de 4 o 6 residus. La serina és un altre aminoacid important en la
molecula (10-15%), susceptible de ser fosforilat. Concretament al peix ossi
Dicentrarchus labrax (llobarro), existeix una protamina tipica compactant el seu
DNA. La protamina de D. labrax és una proteina petita, de 34 aminoacids, dels quals
el 62,8% son Argi el 10,6% son aminoacids fosforilables (v. fig. 1.6).

En el present treball s’han utilitzat nuclis espermatics de D. labrax per a proves
funcionals de descondensaci6 de cromatina. L’us d’aquesta espécie es pot justificar,
d’una banda perque la cromatina de D. labrax és un model simple en que la gran
compactacié del DNA ve donada per la preséncia d’una Unica protamina i per
I’abséncia total d’histones. D’altra banda, la protamina de D. labrax presenta
caracteristiques que la relacionen amb les protamines Pl i P2 del gripau Bufo
japonicus (v. fig. 1.6), el qual presenta una nucleoplasmina similar a la de Xenopus
laevis.

2.2 Proteines espermatiques basiques d’amfibis (Rana, Xenopus i Bufo)

Els amfibis del geénere Rana presenten variants d’histones somatiques
empaquetant el DNA espermatic 1 una variant especifica d’histona H1 amb una taxa
Lys/Arg més elevada que la de I’H1 somatica (Kasinsky et al., 1985).

Algunes espécies del genere Xenopus, concretament X. tropicalis 1 X
epitropicalis, presenten histones de tipus somatic, segons revelen els estudis
citoquimics (Mann et al., 1982). Altres especies, com X. laevis, presenten proteines
espermatiques basiques intermedies SP (SP1-SP6) també denominades X i Y (Philpott
1 Leno, 1992), H3 i H4 somatiques, molt poca quantitat d’histones H2A 1 H2B
(Katagiri i Ohsumi, 1994) i abséncia d’histona H1. Les proteines SP4 i SP5 s’han
pogut seqiienciar a partir del seu cDNA (Hiyoshi et al., 1991; Ariyoshi et al., 1994). El
seu contingut en arginina (36-37%) 1 la mida relativament gran (78-74 aminoacids,
respectivament) permeten classificar-les com a intermedies entre les histones
somatiques i les protamines. La proteina SP2 és similar a la histona H4 en la seva
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composicié aminoacidica (rica en Lys). En canvi, les proteines SP3-6 son més riques
en arginina (33-41%) (Yokota et al, 1991).

Referent al génere Bufo, B. japonicus presenta dues variants de protamina P1 1
P2 de baix pes molecular (5.600 Da) que difereixen en un Unic aminoacid (acid
aspartic o acid glutamic a la posicié 28, respectivament) 1 amb presencia de clusters
d’arginines (43%) (Takamune et al., 1991) (v. fig. 1.6). Tant les protamines de Bufo
com les provinents de peixos ossis presenten una mida i una mobilitat electroforética
similar, tenen les arginines agrupades i no presenten cisteines.

Ni la cromatina espermatica de Bufo ni la de X. laevis estan organitzades en
nucleosomes (Katagiri i Ohsumi, 1994).

1 10 20 30 34
D. labrax PRRRROASRPVRRRRRT - RRSTAERRRRRVV - RRRR
*kx Kk Kk Kk kkkkkk kx Kk *  x Kkokkk

B. japonicus PPRRKRVSSAP - RRRRRTYRRTTAHKHODRPVHRRRRRRH
1 10 20 30 39

Fig. 1.6 Les protamines de D. labrax i B. japonicus. Seqiiéncia de la protamina de
Dicentrarchus labrax (Saperas et al., 1993) alineada amb la seqiiéncia de la protamina
de Bufo japonicus (Takamune et al, 1991). La seqiiéncia de la protamina de B. japonicus
correspon a la protamina P1 (la protamina P2 tindria una E en posicié 28 en comptes
d’una D). S’indiquen amb negreta els aminoacids basics i amb asteriscs els aminoacids
idéntics entre les dues seqiiéncies.

2.3 Proteines espermatiques basiques d’equinoderms

2.3.1 PEB a asteroideus, equinoideus i holoturoideus

Els equinoderms pertanyents al grup de les estrelles de mar (asteroideus)
presenten histones de tipus somatic a la cromatina espermatica. Aquest €s també el cas
de l’estrella de mar mediterrania Echinaster sepositus (Subirana i Palau, 1968)
estudiada en el present treball.

A les holoturies (holoturoideus) hi ha algun cas especial, com H. tubulosa, que
a més a més de contenir les quatre histones somatiques (H2A, H2B, H3 i H4) conté un
tipus d’histona H1 especifica, que presenta 7,9% d’Arg, i una petita proporcié d’una
proteina especifica denominada ¢, (Kasinsky, 1989; Cornudella i Rocha, 1979) (v. I-
2.3.2).

13
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Els organismes més ampliament estudiats dins els equinoderms son els erigons
de mar (equinoideus). La cromatina espermatica dels erigons de mar presenta histones
espermatiques especifiques (Sp H1, Sp H2A 1 Sp H2B) i histones somatiques (H3 1
H4) (Poccia, 1986). Les histones especifiques Sp difereixen de les somatiques en el fet
que son de mida més gran i1 presenten motius basics repetits de tipus SPKK (Von Holt
et al., 1984) a les regions N-terminals que son susceptibles de fosforilacid. L’efecte de
la fosforilacié causaria una disminuci6 de la uni6 de les histones al DNA. A mesura
que les histones Sp son fosforilades, el pronucli masculi adquireix histones CS
(cleavage-stage) (CS H2A, CS H2B i1 CS HI) provinents del citoplasma de I’ou, que
substituiran les histones Sp (Collas i Poccia, 1998).

2.3.2 La proteina ¢ d’Holothuria tubulosa

La ¢o és una proteina especifica dels espermatozoides de I’equinoderm
Holothuria tubulosa (cogombre de mar), on representa el 4% del total d’histones de
I’espermatozoide madur. Es tracta d’una proteina petita amb 77 residus aminoacidics,
un pes molecular de 8.550 Da 1 un elevat contingut d’aminoacids basics (44%),
principalment arginines i lisines. T¢ caracteristiques intermedies entre les protamines i
les histones 1 la seva seqiieéncia aminoacidica esta relacionada amb la regio carboxil-
terminal de la histona H1 (Prats, 1989). La ¢ presenta similitud en la seva mida i
composicié aminoacidica amb les proteines espermatiques especifiques (SP) de
Xenopus laevis (Hiyoshi et al., 1991; Ariyoshi et al., 1994).

Estudis citoquimics d’immunolocalitzacié de la proteina ¢ confirmen que es
troba a I’interior del nucli, esta correlacionada amb el procés d’espermiogénesi i
interacciona fortament amb la cromatina (Casas et al. 1989).

La seqiiencia proteica de la ¢o va ser determinada per Jordan (1982) mitjangant
seqiienciacié de peptids 1 posteriorment es va trobar la seqiiencia nucleotidica
codificant per a la proteina a partir de la clonacié del seu cDNA (Prats, 1989; Prats et
al., 1989) (v. fig. .7A).

A través de meétodes de prediccid d’estructures i dicroisme circular es va
determinar que la proteina podia formar hélix alfa i que tindria quatre regions
helicoidals interrompudes per voltes riques en serines (Verdaguer et al. 1993). (v. fig.
1.7B).

Alguns estudis han demostrat que la distribucié de la ¢ al llarg de la fibra de
cromatina no ¢és uniforme (Azorin et al., 1983). S’uneix preferentment al DNA
internucleosomic actuant com a element estructural addicional i conferint una major
estabilitat a determinades regions de la cromatina (Olivares et al., 1987). Per la seva
estructura, longitud i basicitat facilitaria un major empaquetament del DNA promovent
una organitzacié regular del nucleosoma en fibres de 30 nm (Subirana, 1992). Els
diferents estudis han contribuit a atribuir a la proteina ¢y un paper similar al de la
histona H1, que afavoreix la condensaci6 de la cromatina i confereix una major
estabilitat a determinades regions d’aquesta.
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Recentment s’ha descrit una proteina, anomenada PR¢y, capac d’extreure la
proteina ¢o del nucli espermatic i produir la descondensacié de la cromatina
espermatica d’H. tubulosa (del Valle, 1999), tot 1 que, fins al moment, la proteina
PR¢p només ha estat parcialment caracteritzada (del Valle et al., 2003), en aquest
treball es mostra com ’extraccidé de proteina ¢o i histona H1 seguirien mecanismes
moleculars diferents. L’extraccio de ¢y seria suficient per permetre la descondensacio
espermatica a H. tubulosa, cosa que confirmaria que aquesta proteina seria el principal
factor responsable de I’elevat empaquetament de la cromatina d’aquest organisme.

1 ATG GTA GCC AGA CGA CAA ACA AAG AAA GCT AGG AAG CCT GCA GCC AGG AGA
M VvV A R R Q T K K A R K P A A R R
18 CGC AGC GCA GCC AAA CGC GCA GCC CCA GCT GCG AAG AAA GCG GCG AGT CGC
R S A A K R A A P A A K K A A S R
35 CGT CGT CCA AAG AGT GCT AAG AAG GCT AAG CCC GCA GCA AGG AGA CGC AGC
R R P K S A K K A K P A A R R R S
52 AGC GTC AAA CCT AAA GCA GCA AAA GCA GCC GCC CAA GTC CGT CGC AGG AGC
s Vv XK P K A A K A A A Q V R R R 8
69 CGA CGA ATT CGC CGT GCG TCC GTG TCA AAG TAA
R R I R R A S V S K Stop

VARRQOTKKARKPAARRRSAAKRAAPAAKKAASRRRPKSAKKAKPAARRRSSVKPKAAKAATQVRRRSRRIRRASVSK

Fig. 1.7 Seqiiéncia nucleotidica i aminoacidica de la proteina ¢p. A) Seqiiéncies
nucleotidica i aminoacidica deduides a partir del cDNA (Prats et al., 1989). La Met inicial no
és present a la proteina ¢y, el triplet 62 que codifica I’Ala (en negreta) s’ha trobat canviat per
Thr en alguns clons. B) Prediccio de I’estructura secundaria pel métode de Chou i Fasman
(1978). Els rectangles negres indiquen les regions amb helix alfa i els rectangles blancs
indiquen els girs. Figura adaptada de Verdaguer et al. (1993).
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3. REMODELACIO DE LA CROMATINA ESPERMATICA DESPRES DE LA
FECUNDACIO

Durant I’espermatogenesi es dona una transformacié de cromatina somatica a
cromatina espermatica. Aquesta transformacié comporta una serie de canvis tant
moleculars com estructurals, en els quals destaquen una transicié de proteines que
empaqueten el DNA 1 la reduccié del volum nuclear. Les proteines implicades en
aquesta transicié varien en funcid de cada cas concret, perd, en general, sempre
impliquen una substitucio de les histones somatiques per algun tipus de proteina més
basica, capa¢ de compactar més fortament el DNA espermatic. Segons les espécies,
aquesta transicid proteica pot ser directa o bé pot donar-se en més d’un pas. En
qualsevol cas, el resultat és un nucli molt condensat i inactiu pel que fa a la
transcripcio que sera el responsable de la fecundacio de 1’o0cit.

El nucli espermatic facilita la transmissi6 del genoma patern cap al citoplasma
de I’ou, on sera reactivat durant la fertilitzacio. Els ous de diferents espécies son
fertilitzats a diferents estadis de la meiosi; concretament en amfibis i mamifers, la
fertilitzacié es dona en I’estadi de metafase meiotica I, i durant la fertilitzacio es
completa la meiosi. En canvi, en els equinoderms la fecundaci6 es dona en ous que ja
han finalitzat la meiosi.

La fecundacié comporta una reversi6 de cromatina espermatica a cromatina
somatica activa en la transcripcid. Un dels processos clau en la remodelacio
postfecundaci6 de la cromatina és la descondensacid de la cromatina espermatica
(Barros, 1987). El nucli dels oocits d’amfibis i mamifers conté factors de
descondensaci6é que romanen a una concentracio6 elevada al citoplasma de 1’ou després
del trencament de la vesicula germinal durant la maduracié de 1’oocit. D’altra banda,
els ous de diferents espécies també poden contenir reserves d’histones que seran
utilitzades per a la remodelacio de la cromatina (Poccia i Collas, 1996; Wright, 1999).

L’habilitat del citoplasma de 1’ou per descondensar el nucli espermatic in vitro
es pot examinar utilitzant extractes cel-lulars preparats a partir d’ous de Xenopus
(Brown et al., 1991) i Bufo (Itoh et al., 1993) o embrions de Drosophila (Berrios i
Avilion, 1990).

Gracies al gran nombre d’estudis existents, sobretot en amfibis i equinoderms,
s’han pogut determinar els mecanismes implicats en el pas del nucli espermatic cap a
un pronucli masculi actiu. Els principals passos que tenen lloc en aquest procés son:
(1) desengalzament de la membrana nuclear espermatica (sense porus) per permetre
I’exposicié de la cromatina directament als factors presents al citoplasma de 1’ou, (2)
descondensacio6 i remodelacio de la cromatina espermatica mitjangant la substitucio de
les proteines espermatiques basiques (PEB) per proteines de I’ou, (3) formacio de la
nova membrana nuclear (amb porus), i (4) activacio de la transcripcio i replicacio del
DNA. Aquests processos comporten diferents canvis en la forma, el volum, la
composicid proteica i en 1’activitat del nucli espermatic (Longo, 1981; Poccia i Collas,
1996).
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Tots aquests passos tenen lloc mentre la cromatina espermatica migra, a traves
d’un mecanisme lligat als microtiibuls del citoesquelet, des de la periféria de 1’ou fins
al centre, per trobar-se finalment amb la cromatina materna.

La cromatina espermatica pot estar organitzada de manera diferent en diferents
organismes. Per tant, els mecanismes moleculars implicats en la seva remodelacio
tamb¢ poden ser variables.

3.1 Remodelacio de la cromatina espermatica en amfibis

Dins els amfibis, ’organisme més ampliament estudiat ha estat la granota
Xenopus laevis. Per tant, ens centrarem unicament en aquest model.

Durant la fecundacié a X. laevis la cromatina espermatica es descondensa en
dos estadis, el primer dels quals comporta una descondensacié rapida i un augment de
volum del pronucli, mentre que en el segon estadi es dona una descondensacié més
lenta dependent de membrana seguida d’un inflament del pronucli masculi (Longo,
1981).

Els nuclis espermatics desmembranats de Xenopus laevis es descondensen
rapidament quan s’incuben amb extractes d’ous de X. /aevis. Els nuclis passen d’una
estructura en forma de tirabuixd cap a una estructura molt més allargada i finalment
donen lloc al pronucli masculi, que es fusionara amb el pronucli femeni.

La immunodeplecio de la nucleoplasmina en els extractes d’ou inhibeix 1’estadi
inicial de descondensacid espermatica (Philpott et al. 1991). D’aquest estudi es va
deduir que la nucleoplasmina (v. I-5) seria necessaria i suficient per al primer estadi de
descondensaci6 espermatica a X. laevis. Aquesta proteina tindria un paper similar en la
descondensacié de la cromatina espermatica de Bufo japonicus (Ohsumi 1 Katagiri,
1991).

La descondensacio espermatica a X. laevis va acompanyada de la pérdua de
proteines especifiques de I’esperma (SP, també denominades proteines X i Y) i el
guany d’histones del tipus H2A (H2AX) i H2B provinents de I’ou per tal de permetre
la formacio del nucli dels nucleosomes (Ohsumi i Katagiri, 1991; Philpott i Leno.,
1992). La nucleoplasmina seria la molécula intermediaria clau en aquests processos
actuant tant com a factor desacoblador com acoblador de la cromatina durant la
fertilitzacié (v. fig. 1.8). Alguns autors han descrit que la uni6 de la nucleoplasmina i
les histones H2A 1 H2B ¢és feble in vivo (Zucher i Worcel, 1990). Es dona una major
afinitat entre la NP i les SP que no pas entre la NP i les histones H2A i H2B, i també¢
una major afinitat d’H2A 1 H2B pel DNA que no pas per la NP (Katagiri 1 Ohsumi,
1994).

La nucleoplasmina sofreix una hiperfosforilacié en el transcurs de la transicio
d’oocit a ou, la qual juga un paper important en la remodelaci6 de la cromatina
espermatica (Sealy et al., 1986; Cotten et al.,, 1986). La nucleoplasmina provinent
d’oocits (hipofosforilada) €s menys eficient que la provinent d’ous (hiperfosforilada)
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en la descondensacio de nuclis espermatics de X. laevis (Ohsumi et al., 1995; Leno et
al., 1996). La nucleoplasmina s’emmagatzema a la vesicula germinal i esdevé
fosforilada durant 1’activaci6 1 el trencament de la vesicula germinal, moment en qué
passara al citoplasma, on podra exercir les seves funcions (Leno et al., 1993).

A X laevis, 1a remodelacio de la cromatina espermatica per formar el pronucli
masculi en el si del citoplasma de I’ou implica la fosforilaci6 de les histones H2A,
H2AX 1 H4 i I’adquisicio de la histona espaiadora B4 (H1X) i de proteines HMG
(Smith et al., 1988; Dimitrov et al. 1994). El pronucli masculi s’enriquiria en histones
del tipus H2AX 1 HIX (B4) (Smith et al., 1988), provinents del citoplasma de 1’ou.
Les histones H2AX i HIX persisteixen a I’embrid primerenc, perd seran substituides
per les corresponents variants somatiques durant la fase de gastrulacié (Dimitrov i1
Wolffe, 1995).

La cromatina espermatica de X. laevis no presenta I’espaiament regular de la
cromatina somatica, ja que no esta constituida per nucleosomes (Dimitrov et al.,
1994). En formar-se el pronucli masculi es generen repeticions de 180-200 pb i es
reestableix el patré nucleosomic tipic.

Per aconseguir un espaiament correcte entre nucleosomes no n’hi ha prou
d’afegir els components purificats, sind que es requereix tot I’extracte de I’ou de
Xenopus, fet que indica la implicacié d’altres factors (Dilworth 1 Dingwall, 1988).
Alguns dels factors implicats en aquesta funcid serien la histona B4 i la proteina
HMGT1 (Dimitrov 1 Wolffe, 1996).

:Zzga) \ K. NP

CROMATINA descondensacio

ESPERMATICA NUCLEOSOMES

Fig. 1.8 Remodelacié de la cromatina espermatica a X. laevis. La
nucleoplasmina s’uneix a les proteines espermatiques X i Y, cosa que
provoca la descondensacio de la cromatina, i les reemplaga per histones H2A
1 H2B per permetre la formaci6 de nucleosomes. Figura adaptada de Philpott
i Leno (1992).
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Els estudis de Dimitrov i Wolffe (1996) mostren com la nucleoplasmina ¢és
capa¢ de remodelar nuclis somatics 1 permetre la seva reactivacié en la transcripcio.
Aquests autors van utilitzar nuclis d’eritrocits de X. laevis que van incubar amb
extractes d’odcits de la mateixa especie. Van observar un desplacament selectiu de les
histones espaiadores de la cromatina somatica (H1 1 H1°), les quals eren substituides
per histona B4 1 proteina HMGI. Mitjangant estudis d’immunodeplecié es va
determinar que la nucleoplasmina estaria implicada en el procés de remodelacio de
nuclis d’eritrocits in vitro desplagant de manera selectiva les histones espaiadores.

Malgrat que altres factors com I’acid poliglutamic (Stein et al., 1979), ’'RNA
(Nelson et al., 1981), I’heparina o la nucleolina (Barry i Merriam, 1972) sén capagos
de descondensar la cromatina espermatica, només la nucleoplasmina és capag de
realitzar aquesta funcié en condicions fisiologiques.

Descondensacio en sistemes heterolegs

Els mecanismes de remodelacio de la cromatina no serien estrictament
especifics de cada espécie. Els nuclis espermatics de X. laevis poden ser descondensats
per extractes d’embrid de Drosophila (Kawasaky et al., 1994) i extractes d’ous de R.
pipiens (Lohka i Masui, 1983) i de B. japonicus (Ohsumi i Katagiri, 1991). També¢, la
cromatina espermatica humana pot ser remodelada mitjangant extractes d’ou de
Xenopus (Brown et al., 1987; Ohsumi et al., 1995) i de Bufo (Itoh et al., 1993).

D’altra banda, els extractes d’ous de X. laevis poden descondensar la cromatina
espermatica de B. japonicus (Ohsumi i Katagiri, 1991), Spisula solidissima 1 Mytilus
californianus (Rice et al., 1995) 1 inflar nuclis d’eritrocits de gallina (Barry i Merriam,
1972). Aixi mateix, la nucleoplasmina purificada de X. laevis ¢és capa¢ de
descondensar la cromatina espermatica d’altres amfibis: B. japonicus (Ohsumi i
Katagiri, 1991), i R. catesbeiana (Itoh et al., 1997). I de peixos: Scomber scombrus
(verat) (Saperas et al., 1999), salm6 (Iwata et al., 1997, 1999), Dicentrarchus labrax
(Prieto et al., 2002), i mol-luscs: M. californianus (Rice et al., 1995).

3.2 Remodelacié de la cromatina espermatica en equinoderms

Dins els equinoderms, els organismes que han estat més ampliament estudiats
han estat els ericons de mar (equinoideus). Aquests organismes permeten obtenir un
elevat nombre de pronuclis en un estat sincronic a partir d’ous poliespérmics (Poccia
et al., 1981). Els ericons de mar presenten una cromatina espermatica amb preséncia
de nucleosomes i empaquetada com a nucleohistona molt estable i resistent a la
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degradacio, amb un nivell d’empaquetament similar al dels cromosomes mitotics
(Green i Poccia, 1988).

Els ous de I’erig6 de mar estan envoltats d’un embolcall gruixut i gelatinds que
ha de ser penetrat per I’espermatozoide. Amb el contacte s’activa una proteina quinasa
espermatica dependent d’AMPc que desencadena una serie de canvis bioquimics a
nivell de la cromatina espermatica. L’alcalinitzacié que té lloc durant la fertilitzacio es
requereix per promoure la descondensacid espermatica, 1 també hi seria important el
paper de determinades quinases (Cameron i Poccia, 1994).

Després de la fertilitzacio, el primer estadi de la remodelacié de la cromatina
espermatica implica la fosforilaci6 de les cues de les histones especifiques Spl,
SpH2A 1 SpH2B 1 el seu intercanvi per les variants presents a I’ou CSH1, CSH2A 1
CSH2B (Green et al., 1995).

La cromatina espermatica de I’eric6 de mar presenta la repeticid6 més gran
coneguda (240-250 pb) (Vodicka et al., 1990). El nucli espermatic reestableix la
repeticio tipica de la cromatina somatica poc després de la fertilitzacid. Als embrions
primerencs la repeticié és de 195-205 pb (Savic et al., 1981). Sembla que I’adquisicid
d’histones CS permetria el canvi en el patrd de repeticio de la cromatina (Poccia et al.,
1984).

En els nombrosos estudis realitzats en ericons de mar no s’ha trobat cap
proteina amb caracteristiques similars a la nucleoplasmina capa¢ d’extreure les
histones espermatiques especifiques Sp (Stephens et al., 2002). D’altra banda, la
fosforilaci6 seria un element critic per a I’activacié i la descondensacié de la cromatina
als erigons de mar. Els requeriments minims necessaris per a 1’inflament del pronucli
masculi serien la fosforilacid i 1’extraccié de la histona SpHI1, i la fosforilacié de
SpH2A i SpH2B 1 algunes proteines de la matriu nuclear.

4. LA NUCLEOPLASMINA DE Xenopus laevis

La nucleoplasmina (NP) és una proteina acidica (pl = 5) i termoestable present
al nucli dels oocits 1 ous no fecundats de la granota Xenopus laevis 1 altres amfibis on
es va trobar que era la proteina nuclear més abundant, perqué representava el 9-10%
de les proteines nuclears (Krohne i Franke, 1980a, 1980b; Mills et al., 1980).
Mitjangant transferéncia Northern es va determinar que la nucleoplasmina de X. laevis
s’expressava durant I’oogeénesi perd no durant I’embriogénesi (Biirglin et al., 1987).

En el procés de transicié d’oocit a ou la nucleoplasmina esdevé fosforilada
(Cotten et al., 1986; Leno et al., 1996). A partir de la utilitzacido de fosfatases i del
posterior estudi electroforetic es va concloure que la NP de I’oodcit tindria menys de 10
fosfats per monomer mentre que la de 1’ou en tindria al voltant de 20. En estudis
posteriors mitjancant teécniques d’espectrometria de masses es va establir que la NP de
I’00cit tindria 3 grups fosfat 1 la NP de 1’ou al voltant de 7-10 (Hierro et al., 2001).
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Com s’ha comentat a I’apartat 1.3.1, la nucleoplasmina d’ou (hiperfosforilada) és molt
més activa que la forma present a 1’00cit (hipofosforilada).

4.1 Seqiiéncia de la nucleoplasmina

La seqiiencia aminoacidica de la nucleoplasmina va poder-se determinar a
partir del seu cDNA del qual se’'n van obtenir dos clons lleugerament diferents
(Biirglin et al., 1987; Dingwall et al., 1987).

Al
1 10 20 30 / 40 49
NPB NTSKVEKPVSLIWGCELNEQNKTFAFKIEDEEEKCEHQLALRTVCLGDK
NPD MASTVSNTSKLEKPVSLIWGCERNEQDKTFEFKVEDDEEKCEHQLALRTVCLGDK
1 10 20 30 40 50 55
50 60 70 80 90 100 109

NPB AKDEFHIVEIVTQEEGKEKPVPIASLKPSILPMATMVGIELTPPVTFRLKAGSGPVYISG
NPD AKDEFNIVEIVTQEEGAEKSVPIATLKPSILPMATMVGIELTPPVTFRLKAGSGPLYISG

56 60 70 80 90 100 110 115
110 120 130 140 150 160 165
NPB QHVAMEEDYSWAEEEDEGE----EEEEEEEDPESPPKAVKRPAATKKAGQAKKKKLDKED
NPD OHVAMEEDYSWAEEEDEGEAEGEEEEEEEEDQES PPKAVKRPAATKKAGQAKKKKLDKED
116 120 130 140 150 160 170 175

166 170 180 190 \AZ
NPB  ESSEEDSPTKKGKGAGRGRKPAAKK
NPD  ESSEEDSPTKKGKGAGRGRKPAAKK

176 180 190 200

A3

Fig. 1.9 Comparacié de D’estructura primaria de la NP dels clons de Biirglin i
Dingwall. (NPB) NP seqiienciada a partir del clon de Biirglin et al. (1987), (NPD) NP
seqiienciada a partir del clon de Dingwall et al. (1987). S’indiquen els trams acidics
principals A1, A2 i A3 (subratllats). Es mostren en negreta les diferéncies d’aminoacids
entre els dos clons.

El clon de Dingwall és més complet i consta de 200 aminoacids, mentre que el de
Biirglin en t¢ 190. Concretament, al clon de Biirglin, si es compara amb el de
Dingwall, 1i manquen sis aminoacids corresponents a I’extrem amino terminal
(MASTVS) i també¢ els aminoacids AEGE corresponents a les posicions (135-138),1 a
més presenta canvis en alguns aminoacids majoritariament situats a la primera meitat
de la molecula (v. fig. 1.9). En el present treball s’ha treballat exclusivament amb el
clon de la NP provinent de Biirglin et al. (1987), cedit amablement pel Dr. J. F.
Kalinich (Armed Forces Radiology Research Institute, Bethesda, MD).
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A la figura 1.10 es mostra la seqiiéncia nucleotidica i aminoacidica de la
nucleoplasmina provinent del clon de Biirglin. Existeixen tres trams acidics a la
seqliencia de la NP denominats A1, A2 i A3 1 un senyal de localitzaci6 nuclear bipartit
entre els trams A2 1 A3 (v. també 1-5.3). El tram acidic A2 és el que presenta un major
nombre d’aminoacids acids (15 en el cas de la seqiiéncia de Biirglin i 17 en la
seqiiencia de Dingwall).

La NP té dos dominis principals: un nucli (core) resistent a proteolisi que
conserva la termoestabilitat i la capacitat de pentameritzacio (residus 1-152 del clon de
Dingwall o 1-142 del clon de Biirglin), i una cua C-teminal sensible a ’accié de
proteases (Dingwall et al., 1987). La cua conté el senyal de localitzacié nuclear i el
tram acidic A3. A I’extrem C-terminal hi trobem una regid basica (aminoacids 172-
190) que presenta homologia amb I’extrem C-terminal de la histona H1 (Dingwall i
Allan, 1984; Biirglin et al., 1987).

1 10 19
N T S K v E K P \ S L I W G c E L N E
AAC ACC AGC ARA GTT GAG AAA CCC CTG TCC CTT ATT TGG GGG TGT GAA CTG AAT GAG

20 30 39
}\]- Q N K T F A F K I E D E E E K C E H Q L
CAG AAC AAG ACA TTT GCG TTT AAA ATA |GAA GAC GAG GAA GAA RAA TGT GAG CAT CAG TTG

40 50 59
A L R T v C L G D K A X D E F H I v E I
GCA CTG CGC ACA GTA TGT CTT GGG GAC AAG GCA AAG GAT GAG TTC CAC ATA GTA GAA ATA

60 70 79
v T Q E E G K E K P v P I A S L K P S I
GTT ACA CAA GAG GAG GGA ARG GAA AAA CCA GTT CCG ATT GCC AGT CTA AAG CCT TCT ATT

80 30 99
L P M A T M v G I E L T P P v T F R L K
TTA CCC ATG GCA ACC ATG GTG GGC ATT GAG CTG ACC CCT CCA GTT ACT TTC CGG TTA AAA

100 110 119
A G = G P A Y I S G Q H A A M E E D Y S
GCT GGT TCC GGC CCA GTG TAC ATC AGT GGT CAA CAC GTA GCA ATG GAG GAA GAT TAC TCA

120 130 139

}\2 W A E E E D E G E E E E E E E E D P !ill S
- AR

TGG GCH GAA GAG GAA GAT GAA|GGA [GAA GAG GAG GAG GAA GAG GAA GAA GAT| CCA TCT

140 150 159
P P K A v K R P A A T K K A G Q A K K K
CCA CCC AARA GCT GTA AAG AGA CCT GCA GCC ACC AAA AAG GCA GGC CAG GCA AAG AAG AAG

160 170 179
[\} K L D K E D E s ] E E D S P T K K G K G
~  AAA CTT GAC AAA| GAG GAT GAG|AGC TCT |GAG GAA GAC |AGT CCA ACC AAA AAG GGC AAA GGA

180 190

GCA GGA AGG GGA AGA AAG CCA GCT GCT AAG AAA

Fig. 1.10 Seqiiéncia nucleotidica i aminoacidica de la NP de Biirglin. Seqii¢ncia
segons Biirglin et al.(1987). A1, A2 i A3 representen els trams acidics principals de la
NP (requadrats). El senyal de localitzacié nuclear (sln) bipartit s’indica subratllat, i la
regio espaiadora, en puntejat.
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4.2 Conformacio de la nucleoplasmina

Els estudis pioners d’Earnshaw i col-laboradors (Earnshaw et al., 1980) van
demostrar mitjancant técniques d’entrecreuament quimic que la nucleoplasmina era
una molecula pentamerica. Els mateixos autors van obtenir imatges de la proteina al
microscopi electronic de transmissio on es mostrava el pentamer de nucleoplasmina en
forma de disc de 75 A de diametre amb un punt electrodens central. Estudis recents
mitjangant ultracentrifugacié analitica han confirmat la preséncia de pentamers de
nucleoplasmina en soluci6 (Prieto et al., 2002). Els pentamers de nucleoplasmina es
formen per I’extrem N-terminal i es caracteritzen pel fet de ser molt resistents a la
calor i a la preseéncia d’SDS.

Recentment, el grup d’Akey 1 colllaboradors han aconseguit resoldre
I’estructura cristal-lografica de la regié denominada core o regi6 amino terminal
resistent a quimotripsina (aminoacids 10-124) de la nucleoplasmina del clon de
Dingwall (Dingwall et al., 1987) a 2,3 A de resoluci6 (Dutta et al., 2001). L’estructura
del mondomer correspon a 8 lamines [ antiparal-leles en forma de barril beta (jellyroll)
(v. fig. I.11). Cada lamina beta esta connectada amb una altra mitjangant llacos o girs.
Aixi, existeixen quatre girs curts (entre B1-$2, B3-p4, B5-B6 1 B7-B8) situats a la regio
de contacte entre pentamers o regi6 proximal. Els girs més llargs (entre 32-$3 i f6-37)
1 la forqueta beta (entre 4-B5) es localitzen a la regid distal del monomer i estarien
menys ordenats. Els contactes entre monomers formarien una mena de cinturd
hidrofobic que podria ser el responsable de la gran estabilitat del pentamer.

Es van trobar diferents regions desordenades que no apareixien a l’estructura
cristal-lografica. La regio Al estaria situada en una d’aquestes regions, concretament
al llag compres entre les regions 2 i 3. També la forqueta  (entre 34 1 B5) presenta
un cert grau de desordre i podria ser una regid flexible en la molécula. La part lateral
externa del pentamer és predominantment acidica i podria estar implicada en la
interaccid amb histones i altres proteines basiques. En aquesta regio6 estarien situats el
tram acidic Al, la forqueta [ 1 els residus Glul21, Glul22 i Asp123.

En el cristall, la NP estaria formant un decamer (v. fig. I.11) constituit per dos
pentamers desplacats 15° entre ells, 1 essent el pentamer la unitat asimétrica. A partir
de les dades cristal-lografiques es va determinar que el decamer tindria una algada de
80 A i un diametre de 60 A. En el treball presentat per Dutta (Dutta, 2000; Dutta et al.,
2001) es mostren diverses evideéncies de I’existéncia del decamer en soluci6 entre les
quals hi ha experiments de filtracio en gel, entrecreuament quimic i PAGE nativa. Els
resultats presentats no son gaire concloents perd sembla que el decamer seria una
estructura forga inestable 1 es planteja I’existéncia d’un equilibri entre el pentamer 1 el
decamer, amb un predomini del pentamer en soluci6. D’altra banda, els experiments
mitjangant ultracentrifuga analitica no han mostrat en cap cas la preséncia de decamers
(Dutta, 2000; Dutta et al., 2001; Saperas et al., 1999; Prieto et al., 2002). La NP
presenta motius AKDE i GSGP que estan molt conservats dins la familia de proteines
classificades com a NP-like 1 que podrien estar implicats en la formacid o
estabilitzacio del decamer (v. fig. 1.12).
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Fig. I.11 Estructura cristal-lografica de la nucleoplasmina core. A) Monomer on estan
numerades les lamines B; la regid puntejada correspon al tram acidic Al. B) Vista frontal del
pentamer de r-NP-core des de la regio de contacte entre monomers. C) Vista lateral del
decamer de r-NP-core, D) Representacid6 esquematica del monomer de NP en forma
tridimensional (superior) o bidimensional (inferior) on es mostren les diferents lamines 3. En
el model bidimensional les linies discontinues corresponen a enllagos per ponts d’hidrogen.
Figura adaptada de Dutta, 2000 i Dutta et al., 2001.
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Fig. 1.12 Estructura secundaria de la NP core i comparacio de seqiiéncies
aminoacidiques de proteines similars a la NP. Seqiiéncia aminoacidica de la regié nucli
(core) de la NP del clon de Dingwall (Dingwall et al., 1987) on s’indiquen els elements
d’estructura secundaria: 8 lamines beta ( f1-p8), girs (T1) i forqueta beta (BH). Els
triangles marquen els punts de tall per a la quimotripsina. Les regions puntejades no es van
poder observar a I’estructura cristal-lografica i estarien desestructurades. Es compara la
seqiiéncia aminoacidica de la NP i proteines relacionades: Np (NP core del clon de
Dingwall), dNLP (Drosophila NP-like protein), NO38 (nucleofosmina de X. /aevis), hB23
(nucleofosmina humana), NO29 (proteina nucleolar de X laevis), hNPM3
(nucleofosmina/nucleoplasmina humana), p62 (proteina mitotica d’ericd de mar), ANO39
(proteina nucleolar d’estrella de mar). Per més detalls sobre aquestes proteines vegeu
apartat 1-6. Els motius comuns (AKDE i GSGP) i altres residus conservats es remarquen
en gris. Figura adaptada de Dutta et al., 2001.

Durant la redaccido d’aquesta memoria, el grup d’Akey i col-laboradors ha
publicat I’estructura cristal-lografica de la part nucli (core) de la ANLP de Drosophila
(v. tamb¢ apartat 1.6) en forma de pentamer, a 1,5 A de resolucié (Namboodiri et al.,
2003). El monomer d’aquesta proteina presenta una topologia en forma de barril 3
similar a la de la nucleoplasmina de X. /aevis.
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5. FUNCIONS DE LA NUCLEOPLASMINA

5.1 Xaperones moleculars

Les xaperones moleculars son una familia de proteines encarregades de
mediatitzar el plegament d’altres proteines i/o facilitar la unié entre proteines que
formen estructures oligomeriques, (revisat per Ellis et al., 1989). El terme xaperona
molecular va ser utilitzat per primera vegada per Laskey (1978) per descriure les
funcions de la nucleoplasmina relacionades amb 1’acoblament de les histones i el DNA

per formar els nucleosomes.

Taula 1.1 Xaperones moleculars. Taula adaptada d’Ellis i van der Vies (1991).

XAPERONES MOLECULARS

Nucleoplasmines/
nucleofosmines

nucleoplasmina, nucleoplasmina S, dNLP (CRP1)
NO29, NO38 = nucleofosmina = B23, NPM3

Xaperonines

xaperonina 60
bacterianes: GroEL (E. coli)
antigen 65 kDa (micobacteri)

plastidials: subunitat d’uni6 a rubisco

mitocondrials: hsp 60
mitonina
HuCha60

citosolica (eucariota): TCP-1

xaperonina 10
GroES (E. coli)

Proteines hsp 70

hsp 68, hsp 72, hsp 73
DnaK

hsc 70

BiP

grp 75, grp 78, grp 80
SSA 1-4

SSB1, SSC1, SSD1

Altres

hsp 83, htp G
SRP, Sec B, Pap D
N1/N2, CAF-1, NAP-1
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Anfinsen (Anfinsen, 1973) va postular el principi de 1’autoacoblament. Aquest
principi es basa en el fet que tota la informacié necessaria i suficient per determinar
I’estructura i la funcid6 d’una proteina es troba en la seva estructura primaria (la
seqiiéncia d’aminoacids). Aquests treballs estaven basats en estudis in vitro i la
possible implicacio de proteines addicionals en els processos de plegament no s’havia
tingut en compte. Les proteines es pleguen a l’interior de la cél-lula, enmig d’un
ambient amb una elevada preséncia proteica, fet que fa possible un plegament in vivo
assistit (revisat per Ellis i Hemmingsen, 1989).

Les xaperones prevenen la formacid d’estructures incorrectes, formades a
causa de I’exposicid transitoria de superficies carregades o superficies hidrofobiques.
Aquests fenomens tenen lloc durant la sintesi de polipeptids; el plegament/re-
plegament durant el transport a través de membranes, i la recuperacid, davant de
fenomens d’estres (per exemple en un xoc térmic), etc. Existeixen diferents families de
xaperones (v. taula I.1), entre les quals cal destacar la familia de la
nucleoplasmina/nucleofosmina, la familia de les xaperonines i la familia de les hsp 70.

Xaperones nuclears

Algunes de les xaperones moleculars exerceixen la seva funcié a I’interior del
nucli cel-lular 1 s’anomenen xaperones nuclears. A diferéncia de les xaperones
citoplasmatiques, que regulen el correcte plegament de proteines, les xaperones
nuclears s’uneixen a proteines correctament plegades 1 mediatitzen interaccions
macromoleculars, particularment entre proteines i acids nucleics (Philpott et al., 2000).
Dins d’aquest grup trobariem com a principals components els que pertanyen a la
familia de la nucleoplasmina/nucleofosmina, la proteina N1/N2 i les proteines CAF-1 i
NAP-1. Les xaperones nuclears es caracteritzen pel fet de tenir un senyal de
localitzacié nuclear (v. ap. I-5.3) i solen tenir una o més regions poliacidiques (v. fig.
1.13).

NP | [ ] |
-_—
//
N1/N2 [ [ [

//
/7=

|:| regio poliacidica principal
=  senyal de localitzacié nuclear

Fig. 1.13 Xaperones nuclears. Es comparen tres xaperones nuclears de
Xenopus laevis: la nucleoplasmina, la proteina NO38 i la proteina N1/N2, les
quals tenen en comu la preséncia de regions acidiques i d’un sln. Figura
adaptada de Dingwall i Laskey (1990).

27



I-Introduccid

La nucleoplasmina (Laskey et al., 1978) 1 la proteina N1/N2 (Kleinschmidt et
al., 1986) promouen les interaccions histona/histona, reduint la repulsio electrostatica
entre elles 1 minimitza la formacié d’agregats inespecifics. D’altra banda, eviten les
interaccions ioniques incorrectes entre les histones i el DNA. Tant la nucleoplasmina
com la proteina N1/N2 poden unir-se a les histones pero no al DNA.

També dins la familia de la nucleoplasmina s’inclouen les proteines de
Xenopus pertanyents al grup de les nucleofosmines NO38 i les seves homologues
(Schmidt-Zachmann et al., 1987; Chan et al.,1989), i la proteina NO29 (Zirwes et al.,
1997), que es troben en el component granular del nucleol 1 participen en 1’acoblament
de ribosomes.

En mamifers, existeixen xaperones nuclears que participen en la remodelacid
de la cromatina durant la replicacido: CAF-1 (chromatin assembly factor) (uneix
histones H3 i H4) (Smith 1 Stillman, 1989), i NAP-1 (nucleosome assembly protein)
(uneix histones H2A i H2B) (Ishimi i Kikuchi, 1991). Tamb¢ s’ha descrit la proteina
NPM3 (mouse nucleophosmin/nucleoplasmin 3 protein) en ratolins (MacArthur 1
Shackleford, 1997) i humans (Shackleford et al., 2001) que presenta homologia amb la
NP i la nucleofosmina (NO38).

A Drosophila també s’han trobat proteines amb funcié de xaperona, com la
proteina ANLP (CRP1) (Drosophila nucleoplasmin-like protein) (Ito et al., 1996;
Crevel et al., 1997) i ASF-1 (antisilencing function 1 protein) (Munakata et al., 2000).

Les xaperonines i altres xaperones

Les xaperonines son una classe de xaperones presents en procariotes,
mitocondris i plastidis. Dins d’aquesta familia cal destacar la xaperonina 60 o GroEL i
la xaperonina 10 o GroES, ambdues especifiques d’E. coli. Aquestes proteines se solen
trobar formant el complex GroEL/GroES (Chandrasekhar et al.,1986; Weber et al.,
1998) que mediatitza el plegament correcte de proteines evitant la formacio
d’agregats.

El xoc térmic provoca la desnaturalitzaci6 de les proteines 1 la formacid
d’agregats. Les proteines de xoc per calor (hsp) inhibeixen aquests processos,
s’uneixen a les superficies exposades a causa de les elevades temperatures.
Mediatitzen processos tant d’acoblament com de desacoblament de proteines danyades
com a resultat de 1’estrés (revisat a Ellis i van der Vies, 1991).

Les xaperones moleculars tenen un paper important en els camps de la
medicina i la biotecnologia. D’una banda, les proteines hsp estan implicades en
algunes malalties neurodegeneratives 1 autoimmunes (Slavotinek 1 Biesecker, 2001) 1
alguns virus requereixen 1’assisténcia de xaperones de 1’hoste per poder replicar-se
correctament. D’altra banda, la produccié de proteines recombinants en bacteris es pot
veure limitada per [’obtenci6 de proteina insoluble. L’obtenci6 de proteina
recombinant es pot millorar mitjangant la coexpressio de les corresponents xaperones
(revisat a Ellis, 1991).
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5.2 Organitzacio de la cromatina

5.2.1 Acoblament de nucleosomes

La formacié de I’octamer d’histones té lloc quan les histones s’uneixen al
DNA, pero aquest procés competeix amb un associacid inespecifica entre ambdues
molecules que en provoca la precipitaci6. La repulsid entre les histones es veu
disminuida per la preséncia d’elevada for¢a idonica (2M NaCl) (Thomas i Butler, 1977)
o per I’associaci6 a polipeptids anionics (Stein et al., 1979).

Existeixen diferents metodes que permeten 1’acoblament de nucleosomes in
vitro. Es poden barrejar les histones 1 el DNA en condicions d’elevada forga ionica i
posteriorment mitjancant dialisi gradual es va disminuint progressivament la forca
10nica. Amb aquesta aproximacio s’afavoreix 1’estabilitzaci6 dels octamers d’histones
mitjancant la neutralitzaci6 de les fortes interaccions electrostatiques entre el DNA i
les histones (Germond et al., 1975). L’acoblament de nucleosomes també es pot donar
en condicions fisiologiques, pero cal que les histones i el DNA es barregin de manera
suficientment lenta per permetre una associacio correcta (Ruiz-Carrillo et al., 1979).
Una altra aproximacio6 consistiria en la utilitzacié d’extractes cel-lulars juntament amb
el DNA 1 les histones en condicions fisiologiques. D’entre els extractes cel-lulars més
utilitzats hi ha els provinents d’ous de Xenopus (Laskey et al., 1977), d’oocits de
Xenopus (Glikin et al., 1984) i d’embrions de Drosophila (Nelson et al., 1979).
L’inconvenient d’aquests metodes ¢és la dificultat de determinar quins son els
components implicats en una determinada funcio.

L’any 1978 Laskey i col-laboradors (Laskey et al., 1978) en uns treballs amb el
genoma del virus SV40, capag de formar minicromosomes in vitro, van trobar el factor
responsable de I’activitat acobladora de nucleosomes en extractes d’odcits de X. /aevis.
Es tractava d’una proteina termoestable, acidica 1 resistent a la tripsina: la
nucleoplasmina. Ja en aquest treball es plantejava si ’activitat acobladora de
nucleosomes trobada era un mecanisme universal o bé una adaptacio a 1’elevada taxa
de replicacié embriogeénica a X. laevis.

Posteriorment, es van trobar altres factors capacos d’acoblar nucleosomes in
vitro com ’acid poliglutamic (Stein et al., 1979), ’'RNA (Nelson et al., 1981) i la
proteina HMG-1 (high mobilitiy group) (Bonne-Andrea et al., 1984). Aquests
polianions permeten la descondensacié de la cromatina espermatica i I’acoblament de
nucleosomes, pero tenen una eficiéncia molt menor a la de la nucleoplasmina

El nucli de X. /aevis té una elevada capacitat d’emmagatzemar histones per
permetre la rapida formaci6 de cromatina durant l’embriogénesi (Woodland i
Adamson, 1977). Mitjangant diferents técniques cromatografiques aixi com gradients
de sacarosa es va trobar I’existéncia de dues proteines complexades amb histones no
acoblades a sintesi de DNA. Per una banda la NP estava associada a les histones H2A 1
H2B (Kleinschmidt i Franke, 1982) i, per altra banda, les histones H3 i H4 formaven
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complexos amb una altra proteina que es va denominar N1/N2 (Bonner, 1975; De
Robertis et al., 1978; Kleinschmidt i Franke, 1982).

La NP i la proteina N1/N2 comparteixen caracteristiques comunes tals com el
fet de ser acidiques i termostables, pero, a diferéncia de la NP que és pentameérica, la
proteina N1/N2 seria constituida per dos polipeptids d’un pes molecular aproximat de
105 kDa i 110 kDa, respectivament (Kleinschmidt et al., 1986). Ambdues proteines
podrien tenir la funci6 de magatzem d’histones (Kleinschmidt et al., 1985;
Kleinschmidt et al., 1990). Mitjancant estudis d’immunodeplecié es va demostrar que,
en extractes d’ous de Xenopus, tant el complex NP+H2A-H2B com el N1/N2+H3-H4
eren necessaris per a 1’acoblament d’histones in vitro (Dilworth et al., 1987) (v. fig.
1.14). Tot 1 que en altres estudis es va poder determinar que la NP era capag¢ d’unir els
quatre tipus d’histones del nucli del nucleosoma in vitro (Laskey et al., 1978;
Earnshaw et al., 1980).

DNA

H3

+@

o ) @a
H4

-
o ¢

N1/N2

Nucleoplasmina

Nucleosomes

Fig. 1.14 Acoblament de nucleosomes. La nucleoplasmina s’uneix a les histones
H2A-H2B i la proteina N1/N2 s’uneix a les histones H3-H4, la qual cosa facilita
I’acoblament de nucleosomes. Figura adaptada de Dilworth et al. 1987.

L’ordre en la deposicid d’histones als extractes de Xenmopus no ha estat
determinat, perd sembla probable que sigui el mateix que per a les cellules
somatiques, on primer es dipositen les histones H3 1 H4, seguides de les histones H2A
1 H2B (Almouzni et al., 1990; Zucher i Worcel, 1990). No es va trobar preséncia
d’histona H1 als extractes d’ous de Xenopus, la qual cosa es va associar amb el
manteniment de la cromatina oberta, que facilitaria la rapida replicaci6 del DNA i
I’accés de les molécules reguladores de la transcripcio (Dilworth et al., 1987). Treballs
posteriors van permetre identificar la preséncia de la histona espaiadora B4 (també
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denominada H1X), menys basica que la corresponent histona somatica HI i que
formaria complexos menys estables amb la cromatina (Nightingale et al., 1996).

Quant a la interaccido establerta, alguns autors van postular que la
nucleoplasmina uniria les histones a partir dels trams acidics principals de la molécula,
¢és a dir la regi6 acidica A2 del monomer (v. fig. 1.10), actuant tots alhora com una
mena d urpa de cinc dits (Dingwall et al. 1987).

Recentment s’han presentat evidéncies que tant la NP recombinant com un
mutant corresponent al nucli globular de la proteina, sense el tram acidic principal A2,
podien unir-se a octamers d’histones in vitro (Dutta et al., 2001). Aquests autors van
determinar I’estructura cristal-lografica del nucli (core) de la NP en forma de decamer
1 van proposar un model en el qual cinc octamers d’histones s’unien a un decamer de
nucleoplasmina per la superficie lateral de la molécula (Dutta et al., 2001; Akey i
Luger, 2003).

5.2.2 Remodelacio6 de la cromatina espermatica

La funci6 de la nucleoplasmina com a factor que promou la descondensacié de
la cromatina ja ha estat explicada a 1’apartat corresponent a la remodelaci6 de la
cromatina espermatica després de la fecundacié en amfibis (v. 1.3.1).

Estudis recents han posat de manifest que tant la NP com un mutant
corresponent al nucli globular de la mateixa, sense la cua C-terminal que inclou el
tram acidic A2, son capacos de descondensar la cromatina espermatica i extreure
protamina del nucli espermatic de D. labrax. Aixi mateix, es va poder establir que
I’estequiometria de la interaccid de la nucleoplasmina amb la protamina de D. labrax
correspon a 2,5 mols de protamina per mol de pentamer de nucleoplasmina. (Prieto,
2002; Prieto et al., 2002).

5.3 Transport nuclear

Va ser al voltant dels anys vuitanta quan es va descobrir que algunes proteines
tenien un senyal especific que les dirigia cap al nucli, actualment anomenat senyal de
localitzacié nuclear (sln). El primer autor que va formular la hipotesi d’un possible sln
va ser De Robertis (De Robertis et al., 1978), hipotesi que va ser confirmada amb
diferents estudis realitzats amb una proteina que tenia habilitat per acumular-se al
nucli: la nucleoplasmina (Mills et al.,1980).

Van ser de gran importancia els estudis fets per Dingwall et al. (1982), on es
van obtenir diferents fragments de nucleoplasmina mitjangant proteolisi amb tripsina i
pepsina. Es va trobar que la nucleoplasmina tenia dues regions ben diferenciades: un
nucli pentameéric resistent als enzims proteolitics i una cua C-terminal sensible a la
proteolisi. El nucli pentaméric (core) no era capag¢ d’entrar al nucli cel-lular, pero si
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s’hi microinjectava tenia la capacitat de quedar-hi retingut. La cua C-terminal era
necessaria i suficient per a I’entrada al nucli cel-lular. Aixi doncs, per primera vegada
es va identificar un tram de proteina que posseia un senyal de localitzacid nuclear
(sln).

Posteriorment es van estudiar altres proteines amb capacitat per entrar a
I’interior del nucli. Concretament la histona H1 presentava un extrem basic carboxil-
terminal important per al seu transport nuclear (Dingwall i Allan, 1984). Una proteina
forca estudiada en aquesta ¢poca va ser 1’antigen T del virus SV40 (Simian Virus 40).
Es va determinar que el seu senyal de localitzaci®é nuclear tenia la seqiliencia:
PKKKRKYV i que la mutaci6 en la Lys 128 (marcada en negreta) bloquejava 1’entrada
al nucli (Kalderon et al., 1984; Lanford 1 Butel, 1984).

A partir d’estudis amb complexos de nucleoplasmina i particules d’or col-loidal
(Feldherr et al., 1984) es va mostrar que I’acumulacié al nucli es feia a través dels
porus nuclears. Altres estudis mostraven com proteines no nuclears complexades amb
la NP, podien entrar a I’interior de nuclis de cel-lules de mamifer gracies al transport
facilitat per la NP (Sugawa et al., 1985). Tamb¢ es va demostrar que el transport de la
NP al nucli requeria energia en forma d’ATP (Newmeyer et al., 1986).

Els primers intents de mapatge de la regid corresponent a 1’sln per a la
nucleoplasmina van aconseguir mapar una regi6é (compresa entre la Gln 155 1 el Glu
166 de la seqiiéncia de Biirglin) necessaria pero no suficient per al transport (Biirglin i
De Robertis, 1987). Finalment, es va atribuir I’sln a una regié de 16 aminoacids
flanquejada per dues Lys (Lys 1551 170 segons el clon de Dingwall o Lys 145 i1 160
segons el clon de Biirglin) (v. fig. 1.10). Posteriors estudis van poder identificar que
I’sln de la nucleoplasmina era bipartit (Robbins et al., 1991). Els sln bipartits estan
constituits per 2 aminoacids basics seguits d’una regid espaiadora de 10 o més
aminoacids i un grup de 3-4 aminoacids basics més (v. fig. I.15). S’ha trobat tamb¢ un
motiu sln bipartit en proteines de Xenopus funcionalment relacionades amb la
nucleoplasmina, com la proteina NO38 (Schmidt-Zachman et al., 1987), la proteina
N1/N2 (Kleinschmidt i1 Seiter, 1988) i també en altres proteines com ara receptors
d’hormones esteroidals, factors de transcripcio, polimerases, topoisomerases i altres
proteines nuclears (Dingwall 1 Laskey, 1991). Rencentment s’ha descrit un tercer tipus
d’sln, en aquest cas tripartit (Pokorska et al., 2000).

Es van trobar dos llocs susceptibles de fosforilacid6 per cdc2 quinasa (amb
motiu de reconeixement S/T-P-X-R/K) flanquejant I’sln de la nucleoplasmina i que
podrien ser importants per modular el transport nuclear (Robbins et al., 1991). Estudis
posteriors van permetre copurificar la NP 1 la caseina quinasa II (CKII) (Vancurova et
al., 1995) i van posar en evidéncia la interaccié d’ambdues proteines. La NP estaria
regulada per fosforilacio i tindria 5 llocs potencialment fosforilables per aquesta
quinasa (amb motiu de reconeixement S/T-X-X-E). S’ha demostrat que la NP
defosforilada s’acumula més lentament al nucli. Compostos polibasics com la poliLys
o les mateixes histones son inhibidors de la CKII.

Alguns estudis han mostrat que el tram poliGlu A2, té una influéncia directa
sobre el transport nuclear. Aixi, mutants per delecio del tram acidic A2 perd que
conserven I’sln son ineficients per al transport a I’interior del nucli (Vancurova et
al.,1997). Aquests autors plantegen com a possible hipotesi la possibilitat que el tram
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A2 fos essencial per mantenir I’sln en una determinada conformaci6 que li permetés
interaccionar amb proteines implicades en el transport nuclear; d’altra banda, el tram
A2 podria interaccionar directament amb aquestes proteines.

SLN Monopartit Sv40 PKKKRKYV

NP KRpaatkkagqaKKKKI
SLN Bipartit NO38 KRiapdsaskvpRKKtR
N1/N2 KRkteeesplkdKdaKK

Fig. 1.15 Senyals de localitzacio nuclear. Es mostra 1’sln monopartit per I’antigen
T del virus SV40 i els sln bipartits per la NP, NO38 i N1/N2.

Els estudis de la nucleoplasmina han estat de molta utilitat per al millor
coneixement del porus nuclear. Akey (Akey,1990), mitjancant técniques de
microscopia electronica i la posterior reconstruccid d’imatges va proposar un model
teoric del seu funcionament en forma de doble iris. Aquest autor va determinar que el
porus nuclear tindria un diametre de 90 A, tot i que esta descrit que podria transportar
molécules de fins a 200 A (Feldherr et al., 1984). El transport podria ser bidireccional,
cosa que permetria també la sortida de proteines cap al citoplasma.

Actualment es creu que hi hauria tres possibles mecanismes de transport
nuclear: difusio lliure (per a moleécules de menys de 50 kDa), difusio facilitada gracies
a proteines del porus, i entrada/sortida mediatitzada per proteines transportadores
(Talcott i More, 1999). Recentment s’han descrit diferents proteines transportadores
(importines) que podrien formar complexos amb proteines nuclears. S han cristal-litzat
complexos de I’sln tant de ’antigen T de SV40 (monopartit) com de la NP (bipartit)
amb importines de llevats (Conti i Kuriyan, 2000) i de ratoli (Fontes et al., 2000).

5.4 Activacio de la transcripcio

La transcripcid del DNA per donar lloc a I’'RNA missatger és un procés
complex que requereix un conjunt de factors tan basals com reguladors. Al nucli de les
cel-lules eucariotes aquest procés es complica a causa de 1’existéncia dels nucleosomes
que empaqueten el DNA i que poden constituir un obstacle per a ’avang de ’'RNA
polimerasa.

33



I-Introduccid

El primer treball on es planteja una possible implicacio de la NP en els
processos de transcripcié va ser dut a terme per Moreau (Moreau et al., 1986) a partir
d’uns estudis d’immunolocalitzaci6 amb la nucleoplasmina provinent de 1’urodel
Pleurodeles waltii. En aquest treball es va trobar nucleoplasmina als llagos actius en la
transcripcio dels cromosomes plomosos 1 associada a particules de ribonucleoproteina,
malgrat que en treballs anteriors no s’havia trobat nucleoplasmina associada a aquest
tipus d’estructures (Khrone 1 Franke, 1980a, 1980b; Mills et al., 1980).

Estudis de transport nuclear han permeés observar 1’acumulacio de
nucleoplasmina en arees especifiques del cortex nucleolar. Aquests resultats podrien
indicar una possible implicacio de la NP en la transcripcié de precursors ribosomals
(Andrade et al., 2001).

Alguns autors defensen la hipotesi que no caldria la dissociacio dels nucleo-
somes per permetre la transcripcio (Kornberg 1 Lorch, 1991). De totes maneres, durant
la transcripci6 s’alterarien les interaccions entre el DNA i les histones (Clark i
Fenselfeld, 1992), i es podria mantenir I’octamer intacte (O’Neill et al., 1993), o bé
s’alterarien els contactes que es donen entre histona i histona (Weintraub et al., 1976;
van Holde, 1992) per permetre 1’accessibilitat i el correcte funcionament del complex
multiproteic que constitueix I’RNA polimerasa.

Altres autors defensen la idea que caldria la dissociaci6é del nucleosoma per
permetre la transcripcid ja que els nucleosomes serien obstacles tant per I’inici com pel
transcurs de la transcripci6. En aquesta mateixa linia es van realitzar una scrie
d’estudis amb la nucleoplasmina per tal de determinar si tindria algun paper en el
desplacament de les histones nucleosomiques durant la transcripcid. Aquests estudis,
malgrat que van ser desenvolupats en sistemes heterolegs, van permetre plantejar un
model en el qual la preséncia de NP estimularia la uni6 dels factors de transcripcio
com GAL4-AH, USF i Spl als nuclis dels nucleosomes in vitro i seria 1’encarregada
d’extreure les histones H2A 1 H2B (Chen et al., 1994). D’aquesta manera s’afavoriria
la desestructuracio dels nucleosomes i I’exposicié de regions determinades del DNA
on podria activar-se la transcripcio. Altres estudis també van donar resultats similars
amb la proteina NP-like NAP-1 (Walter et al., 1995).

No obstant aix0, s’han presentat alguns estudis on es mostra que la
nucleoplasmina no tindria cap paper en ’activacié de la transcripci6é. Concretament
Ausid i col-laboradors (Howe et al., 1998) van utilitzar un sistema homoleg per tal de
determinar si la nucleoplasmina de X. laevis podria facilitar la unié del factor de
transcripcio TFIIIA al gen 5S rRNA de X. /aevis. Aquests autors van poder observar
que la nucleoplasmina no facilitava ni la unié del TFIIIA de al DNA nucleosomic, ni
la transcripcid del gen 5S rRNA.

En resum, a partir dels diferents treballs, podem dir que no queda clar si la
nucleoplasmina tindria algun paper durant I’inici de la transcripci6 a X. laevis.
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6. PROTEINES NUCLEOPLASMIN-LIKE

Els ous de X. laevis es caracteritzen pel fet de tenir una taxa de divisi6 molt
elevada i perqué acumulen grans quantitats d’histones (Woodland i Adamson, 1979).
A partir del descobriment i caracteritzaci6é de la nucleoplasmina (Laskey et al., 1978)
es va plantejar si la funcié d’aquesta proteina era una adaptaci6 a 1’elevada taxa de
replicacié després de la fecundacidé a X. laevis, o bé si es tractava d’'un mecanisme
universal d’acoblament de nucleosomes. Aquest plantejament va despertar 1’interes
per buscar proteines funcionalment relacionades amb la nucleoplasmina. Les proteines
amb caracteristiques 1 funcions similars a la NP se les denomina proteines
nucleoplasmin-like (NP-like).

Hem dividit aquestes proteines segons la seva presencia en els vertebrats o els
invertebrats (mol-luscs, insectes i equinoderms).

6.1 Proteines NP-like a vertebrats

Als anys vuitanta, Khrone i Franke (Khrone 1 Franke; 1980a i 1980b) van fer
un seguit d’estudis d’immunolocalitzacié i immunoprecipitacié mitjancant anticossos
policlonals contra la proteina majoritaria del nucli dels oocits de Xenopus laevis (que
van determinar per SDS-PAGE com a una proteina de 30 kDa de pes molecular). Els
anticossos obtinguts van reaccionar amb proteines presents al nucli d’oocits de
diferents especies d’amfibis, entre els quals hi hauria tant anurs (Bufo bufo, Bombina
variegata, Rana pipiens, R. esculenta) com urodels (Pleurodeles waltii, Triturus
cristatus 1 T. alpestris), 1 també amb d’altres especies de vertebrats, com aus
(pollastre) 1 mamifers (rata, ratoli i home). Els resultats que van obtenir semblaven
indicar que la nucleoplasmina s’hauria conservat durant 1’evolucié dels vertebrats. La
gran quantitat d’estudis que s’han desenvolupat fins avui, pero, semblen indicar que la
nucleoplasmina seria més una especialitzacid que no pas un factor universal.

Els assajos fets per Khrone i Franke amb c¢l-lules somatiques van donar
reactivitat amb diferents tipus cel-lulars, perd no hi va haver reaccié ni amb eritrocits
ni amb espermatides, que son cel-lules inactives des del punt de vista transcripcional.
Aquests resultats semblaven indicar que la NP podria tenir alguna activitat en la
transcripcio. També van observar que la nucleoplasmina es trobava al citoplasma en
determinats estadis del cicle cel-lular com la mitosi, perd tenia una gran facilitat per
entrar al nucli en fases posteriors.

A partir d’'una linia cel-lular de ronyd de Xenopus es va poder aillar una
proteina somatica anomenada nucleoplasmina S (amb caracteristiques fisico-
quimiques 1 funcionals molt similars a la NP d’oocits) (Cotten 1 Chalkley, 1987). La
nucleoplasmina S és una proteina acidica, fosforilable i oligomeérica, amb funcio
acobladora de cromatina in vitro i que és reconeguda per anticossos anti-NP. Aquesta
proteina va poder ser immunolocalitzada en diferents cél-lules somatiques d’altres
especies com: pollastre (embrid), vedella (timus) i rata (fetge). La NP S no ha estat
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encara seqiienciada, fet que posa en dubte que es tracti d’una auténtica NP-like
somatica.

Nucleofosmines 1 altres proteines relacionades

Mitjangant anticossos policlonals d’extractes d’oodcits de Xenopus, es va poder
identificar una proteina de 38 kDa que s’anomena NO38 (Schmidt-Zachman et al.,
1987). Aquesta proteina presentava caracteristiques similars a la nucleoplasmina, tals
com el fet de ser acidica, fosforilable, i oligomérica i tenir un senyal de localitzacid
nuclear bipartit. Estaria ubicada al nucléol i1 podria tenir funcions relacionades amb
I’acoblament de ribonucleoproteines. Aixi doncs, la proteina es va poder aillar
juntament amb particules pre-ribosomals mitjancant gradients de sacarosa. La proteina
NO38 també es va trobar en pollastre (Borer et al., 1989) i ratoli (Schmidt-Zachman i
Franke, 1988). Altres denominacions de la proteina NO38 son: proteina B23,
nucleofosmina i numatrina.

La proteina NO38 seria homologa a la proteina hB23 o nucleofosmina humana
(Chan et al., 1989), clonada en cel-lules HeLa per Okuwaki et al. (2001), capa¢ d’unir
histones nucleosomiques amb preferéncia per les histones H3 i H4. La proteina B23 és
un oligdmer que estaria implicat en els canvis estructurals de la cromatina, regulant
els processos de replicacid 1 transcripcio a la regidé de DNA nucleosomic i en el
manteniment de 1’estructura nucleolar. Recentment han aparegut un bon nombre de
treballs relacionats amb la proteina B23 que mostren la seva implicacié en processos
de proliferaci6 i regulacio del cicle cel-lular (Zeller et al., 2001; Takemura et al., 2002;
Dergunova et al., 2002; Tarapore et al., 2002).

També es va identificar i clonar una altra proteina nucleolar anomenada NO29
(Zirwes et al., 1997), localitzada al nucléol d’oocits de X. laevis i algunes cél-lules
somatiques 1 relacionada amb la NP i la NO38. Aquesta proteina, igual que NO38,
tindria funcions relacionades amb 1’acoblament de ribosomes. Recentment s’ha trobat
en cel-lules humanes una proteina acidica i termoestable amb caracteristiques similars
a la NP i les proteines NO38 1 NO29, anomenada hNPM3 (Shackleford et al., 2001),
que va ser inicialment identificada en ratoli (MacArthur i Shackleford, 1997).

Altres proteines NP-like a mamifers

Estudis en cél-lules somatiques de mamifers van permetre detectar una proteina
de 53 kDa que posteriorment seria identificada com a proteina NAP-1 (nucleosome
assembly protein) (Ishimi et al., 1984; Ishimi et al., 1987) i de la qual s’han trobat
homolegs en llevat (Ishimi 1 Kikuchi, 1991), mosca del vinagre Droshopila (Ito et al.,
1996) i humans (Simon et al., 1994). Mitjancant experiments de sedimentacié en
gradients de sacarosa, es va determinar que la proteina NAP-1 era capa¢ de formar un
complex amb els quatre tipus d’histones nucleosomiques perd s’unia preferentment a
les histones H2A 1 H2B i en preséncia de DNA facilitava la formacié de nucleosomes
in vitro (Ishimi et al., 1984). La proteina NAP-1 presenta 3 trams acidics, el més llarg
dels quals es va veure que no era imprescindible per a I’acoblament de nucleosomes
(Fuji-Nakata et al., 1992). Diferents resultats indicaven que la proteina NAP-1 seria
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multimerica (probablement un dimer o un trimer). Aquesta proteina estava relacionada
amb la NP de Xenopus per la seva funcionalitat, perd tenia caracteristiques
fisicoquimiques diferenciades. Recentment s’ha determinat que NAP-1 esta implicada
en el transport nuclear de les histones H2A i H2B (Mosammaparast et al., 2002).

Dins les proteines amb funcions semblants a la nucleoplasmina descrites en
mamifers, una de les més importants ha estat la proteina CAF-1 (chromatin assembly
factor), inicialment identificada en nuclis de cél-lules humanes (Smith 1 Stillman,
1989). Es troba amb molta menys quantitat que la NP de Xenopus i només representa
el 0,1% de les proteines nuclears. Aquesta proteina va ser inicialment identificada per
Stillman (1986) durant uns estudis de replicacié del virus SV40, on CAF-1 promovia
I’acoblament de cromatina i facilitava la deposicid d’histones H3 i H4 de nova sintesi
sobre el DNA, en un procés acoblat a la replicacid. La proteina CAF-1 es troba
constituint un complex proteic amb diferents subunitats (p150, p60 1 p48). S’ha aillat
el cDNA per a les subunitats p150 i p60 (Kaufman et al., 1995) i p48 (Verreault et al.,
1996).

Proteina N1/N2

La proteina N1/N2 de X. laevis (Kleinschmidt et al., 1986) esta relacionada
amb la nucleoplasmina pel fet de compartir caracteristiques comunes amb aquesta,
com el fet de ser acidica, tenir capacitat d’unir histones 1 presentar un senyal de
localitzaci6é nuclear. Malgrat aquestes caracteristiques, la seqliéncia entre la NP i la
proteina N1/N2 no presenta un percentatge elevat d’homologia.

6.2 Proteines NP-like a invertebrats

Mol-luscs

En els mol-luscs, concretament a la cloissa Spisula solidissima, es va aillar una
proteina de 49 kDa, termoestable, acidica, resistent al 80% de saturacid6 amb sulfat
amonic, i que podia formar multimers (Herlands i Maul, 1994). Al musclo Mytilus
californianus es va aillar una proteina similar de 58 kDa, acidica, termoestable i que
descondensava cromatina espermatica de Mytilus (Rice et al., 1995).

Insectes

En insectes, els primers estudis amb extractes d’embrions de Drosophila van
permetre detectar 1’existéncia d’una activitat remodeladora de la cromatina, perod no es
va poder aillar cap proteina responsable d’aquesta funcid (Nelson et al., 1979).
Posteriorment, se’n va poder aillar una proteina relacionada amb la nucleoplasmina

37



I-Introduccid

anomenada proteina CRP-1 (chromatin remodeling protein), inicialment identificada
per Ito et al. (1996), com a ANLP (Drosophila nucleoplasmin-like protein), i que va ser
clonada per Crevel et al. (1997). Estudis per microscopia electronica van mostrar que
aquesta proteina presentava una estructura similar a la de la nucleoplasmina de X.
laevis. Aquesta proteina es troba durant tot el desenvolupament de Droshopila perod
sobretot durant 1’0oogénesi i1 facilita 1’acoblament de nucleosomes in vitro. dNLP
presenta un 22% d’homologia amb la NP i un 15% d’homologia amb la proteina
NO38. Recentment, s’ha pogut obtenir I’estructura cristal-lografica de la regié nucli
(core) de la proteina ANLP en forma de pentamer similar a 1’obtingut per a la regio
nucli (core) de la NP de X. /laevis (Namboodiri et al., 2003) (v. fig. 1.16).

BH ve ¥ e
Np core dNLP core

Fig. 1.16 Comparaciéo de D’estructura dels pentamers de la NP i dNLP. Es
compara |’estructura cristal-lografica dels pentamers de la regié nucli (core) de la
NP de X. laevis (a) i la ANLP de Drosophila (b); BH forqueta beta. Figura adaptada
d’Akey i Luger (2003).

També a Drosophila, es va trobar una proteina homologa a CAF-1 humana
que, igual que la de mamifer, també podia acoblar cromatina en el DNA de nova
sintesi durant la replicaci6é (Kamakaka et al., 1996). Una altra proteina identificada ha
estat ASF-1 (anti-silencing factor) a Droshopila i humans (Munakata et al., 2000;
Tyler et al., 2001) amb activitat de xaperona i capacitat d’unir histones.

Equinoderms

En equinoderms, un bon nombre d’estudis detallats sobre la remodelacio del
nucli espermatic als erigons de mar, duts a terme pel grup de Poccia i col-laboradors,
no han revelat 1’existéncia de cap proteina NP-like en extractes d’odcits ni tampoc cap
activitat descondensadora de la cromatina (Stephens et al., 2002). En el cas dels
extractes termoestables d’oocits d’Holothuria tubulosa s’ha detectat una activitat
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descondensadora de nuclis espermatics de la mateixa especie (del Valle, 1999; del
Valle et al., 2003). S’ha purificat posteriorment una proteina acidica que mediatitza
I’extraccio de proteina ¢o i que s’anomena PR¢y. L’extraccioé de ¢y €s suficient per
promoure la descondensaci6 de la cromatina espermatica a H. tubulosa. La proteina
PR¢y a diferéncia de la NP de X. laevis no és soluble al 55% de saturaci6 amb sulfat
amonic, té¢ un pes molecular major que la NP i no és immunodetectada per anticossos
anti-nucleoplasmina.

Altres autors han descrit la preséncia d’una proteina acidica a I’eri¢d de mar
Strongylocentrotus purpuratus, denominada p62, la qual s’expressa als ous i embrions
primerencs 1 que s’ha relacionat amb processos mitotics (Ye i Sloboda, 1997). De la
seqiiéncia d’aquesta proteina es desprén una certa similitud amb la nucleoplasmina i
sobretot amb les nucleofosmines (v. fig. [.12).

A TDestrella de mar Asterina pectinifera es va descriure la proteina ANO39
(Nakajima et al., 2000). Es tracta d’una proteina nucleolar que es fosforila durant la
meiosi 1 és present durant la maduraci6 dels oocits 1 les primeres etapes
embriogeéniques. La seva seqliencia també presenta similitud amb la nucleoplasmina i
les nucleofosmines (v. fig. .12).

7. PLANTEJAMENT I OBJECTIUS DE LA TESI

Una de les linies d’estudi més arrelades al nostre laboratori és la caracteritzacid
bioquimica 1 estructural de les protamines, proteines que condensen el DNA al nucli
espermatic. No obstant aixo, tot i que s’han dut a terme molts estudis provant diferents
tipus de molécules com a contraions, no s’ha aconseguit la cristal-litzacio de cap
protamina.

En els darrers anys, i relacionat amb la linia anterior, s’ha iniciat 1’estudi de la
nucleoplasmina (NP) de Xenopus laevis, proteina implicada en la remodelaci6 de la
cromatina espermatica que es dona després de la fecundaci6. Aixi, en treballs anteriors
es va posar a punt l’obtenci6 de NP recombinant (r-NP) i es va iniciar la
caracteritzacido de diferents mutants d’aquesta. En paral-lel, s’han realitzat al nostre
laboratori diferents estudis sobre la possible preséncia de proteines similars a la
nucleoplasmina (proteines NP-like) en diverses especies. En aquest sentit, cal destacar
els treballs fets amb 1’holoturoideu Holothuria tubulosa (equinoderm), on s’ha trobat
una proteina capag¢ d’extreure la proteina espermatica especifica ¢y i de provocar la
descondensacié de I’espermatozoide d’aquesta especie.
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Dins d’aquest marc, els objectius que s’han plantejat per aquesta tesi doctoral han estat
els segiients:

A) Caracteritzacio bioquimica i estructural de nucleoplasmines recombinants

Amb aquesta finalitat s’ha continuat I’estudi dels diferents mutants de la NP de
que disposem. Els aspectes concrets que es van plantejar van ser:

- estudi de I’estabilitat de la molécula en diferents condicions
- estudi de les Cys de la nucleoplasmina
- estudis de ’estructura tridimensional de la molécula

B) Caracteritzacio de les interaccions de la NP amb histones

Estavem especialment interessats a veure si la interaccio NP-histones era
fonamentalment de tipus electrostatic, com s’havia pressuposat tradicionalment, o
bé, tal i com semblaven indicar els experiments previs amb protamines, si podria
tractar-se d’algun altre tipus d’interaccio. Els objectius concrets que es van
plantejar van ser els seglients:

- Determinaci6 de la importancia del tram acidic A2 de la NP en la
interaccid amb histones.

- Determinaci6 de la importancia de les cues basiques de les histones en la
uni6 amb la NP.

- Esbrinar I’estequiometria del complex NP-histones.

C) Determinacio de la presencia d’una possible NP-like a [’oocit de [’estrella de mar
Echinaster sepositus.

Es va proposar aplicar els metodes classics d’obtencio i caracteritzacid de
nucleoplasmina al cas concret dels oocits d’E. sepositus. D’altra banda, es va
proposar I’obtencié d’anticossos policlonals antinucleoplasmina en ous de gallina
per tal d’utilitzar-los en la cerca de proteines NP-like.

D) Estudi estructural de la proteina ¢.

Un darrer objectiu del treball va ser intentar cristal-litzar la proteina ¢
especifica del nucli espermatic de I’equinoderm Holothuria tubulosa, que presenta
propietats intermedies entre les protamines i les histones. La cristal-litzacié d’una
moléecula d’aquestes caracteristiques aportaria informaci6 sobre ’estructura de les
proteines que participen en la compactacié de la cromatina i podria obrir un nou
cami per a la cristal-litzacio de les protamines 1 dels complexos NP-protamina.
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