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Resum

El balang de fosforilaci6 de les protamines és essencial per a la transici6 nuclihistona-nucliprotamina
(NH-NP) durant la espermiogenesi i la generacié d’espermatozoides funcionals. Una proteina clau en
aquest proceés €s la serina/arginina proteina quinasa 1 (SRPK1), que fosforila la protamina 1 al testicle.
La seva desregulaci6 s’ha relacionat préviament amb una estructura de la cromatina de I’espermatozoide
defectuosa i infertilitat. L’objectiu del present estudi és desxifrar si la SRPK1 interactua amb altres
proteines involucrades en la remodelaci6 de la cromatina espermatica, per tal d’ajudar a caracteritzar
millor aquest complex procés. Amb aquest objectiu s’ha realitzat una immunoprecipitacié (IP) contra
SRPK1 en lisats proteics testiculars de ratoli, seguit d’una caracteritzaci6 del material seleccionat per LC-
MS/MS. Mitjangant I’analisi de les dades protedmiques amb el ReproGenomics Viewer
(https://rgv.genouest.org/), el STRING (https:/string-db.org/) i el Gene Ontology
(http://geneontology.org/), es van identificar les proteines més expressades en cél-lules post-meidtiques,
aixi com les xarxes proteiques i funcionals implicades. Hem identificat que SRPK1 és troba implicada en
una xarxa de 41 proteines involucrades en la regulacio del splicing, aixi com en el transport, metabolisme
i estabilitat dels mRNAs. De forma remarcable, també es van trobar altament expressades proteines d’unié
a RNA (RBPs) associades als mRNAs de la protamina 2 i de les proteines de transici6, fonamentals pel
reemplacament NH-NP. En conclusié, SRPK1 interactua amb proteines reguladores de mRNAs
involucrats en la compactacié de la cromatina espermatica, suggerint funcions reguladores addicionals
d’aquesta proteina durant I’espermiogénesi.

Abstract

A proper balance of protamine phosphorylation is essential for the nucleohistone—nucleoprotamine
(NH-NP) transition during the spermiogenesis and the generation of functional spermatozoa. The
serine/arginine protein kinase 1 (SRPK1) is a key protein for this process, which phosphorylates
protamine 1 in the testicle. Its deregulation has previously been linked to a defective chromatin structure
and male infertility. The aim of this study is to decipher whether SRPK1 interacts with other proteins
involved in sperm chromatin remodeling, towards a better characterization of this complex epigenetic
process. With this objective, we performed immunoprecipitation (IP) against SRPK1 in testicular protein
lysates, followed by identification of the selected proteins by LC-MS/MS. The results allowed us to
identify the most expressed candidates in post-meiotic cells, by analyzing single-cell gene expression data
from the Repro Genomics Viewer (https://rgv.genouest.org/), and to determine protein and functional
networks using STRING (https:/string-db.org/) and Gene Ontology (http:/geneontology.org/),
respectively. We identified that SRPK1 interacts with a network of 41 proteins involved in splicing
regulation, as well as in the transport, metabolism, and stability of mRNAs. Remarkably, RNA binding
proteins (RBPs) associated with protamine 2 mRNAs and transition proteins, essential for the histone
replacement, have also been found highly expressed. In conclusion, SRPK1 interacts with mRNA
regulatory proteins involved in sperm chromatin compaction, suggesting additional regulatory functions
for this protein during the spermiogenesis.
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INTRODUCCIO

La cél-lula germinal masculina duu a terme una remodelacié molt marcada de la cromatina durant la
seva diferenciaci6 espermatogénica formant part del procés de generaci6 d’ espermatozoides funcionals
(Oliva and Mezquita, 1985; Oliva, 2006; Castillo et al., 2013, 2015). Durant 1’espermiogenesi, que
correspon a la (iltima etapa de I’espermatogenesi, les histones son reemplacades gradualment per proteines
de transicié i, Gltimament, per les protamines, unes proteines petites i amb una elevada carrega positiva
deguda a una gran proporci6 de residus arginina en la seva sequiencia (50-70%).

Aquest procés gradual de remodelacid cromatinica es coneix com a transicid nuclihistona a
nucliprotamina (NH-NP), la qual resulta en un 85%-95% del DNA espermatic altament compactat (Oliva,
2006; Balhorn, 2007; Oliva and Castillo, 2011). Modificacions post-traduccionals (MPTs) de les proteines
de la cromatina de les cél- lules espermatogeéniques juguen un paper essencial en la regulacié orquestrada
d’aquest procés (Oliva, 2006; Bao and Bedford, 2016; de la Iglesia et al., 2017; Jauregui et al., 2019).
D’entre elles, les fosforilacions de les protamines han sigut identificades com les MPTs principals a
I’espermatozoide (Brunner et al., 2014; Soler-Ventura et al., 2020), i es coneix que la seva dinamica és
essencial per una adequada protaminitzacié del DNA durant I’espermatogénesi. De fet, la uni¢ de
proteoformes fosforilades de les protamines al DNA no és tan forta com la unié de proteoformes no
modificades. Aixo suggereix un paper important de la fosforilaci6 de les protamines moderant el procés
de la seva incorporacié al DNA durant els primers estadis de la espermiogénesi, i una onada de
desfosforilacié subsegiient ajudaria a aconseguir una conformacié de la cromatina més compactada
(Oliva and Dixon, 1991; Oliva, 2006; Carrell e al., 2007; Soler-Ventura ef al., 2020).

Dins la dinamica de fosforilacions i desfosforilacions, és molt important la funci6 dels efectors de la
fosforilacié. Al testicle, la serina/arginina proteina quinasa 1 (SRPK1) s’encarrega de fosforilar la
protamina 1 (P1) (Papoutsopoulou ef al., 1999), i la seva desregulacio6 s’ha relacionat amb una estructura
de la cromatina alterada i infertilitat masculina (Azpiazu et al., 2014). Degut a aixo, i tenint en compte la
regulaci tan complexa de la remodelaci6 de la cromatina que té lloc durant la espermatogenesi, la nostra
hipotesi és que el dialeg entre la SRPK1 i altres proteines reguladores de la estructura de la cromatina
podrien estar orquestrant aquest procés epigenetic. Per tant, I’objectiu del nostre estudi és definir la xarxa
proteica interactiva de la SRPK1 per identificar candidats amb potencial de desenvolupar biomarcadors i
dianes moleculars dirigits a solucionar problemes de salut reproductiva masculina.

MATERIAL I METODES

Mostres biologiques. Es van utilitzar tres ratolins adults, amb 2 mesos d’edat, pertanyents a la soca
C57BL/6. Tots els procediments van estar subjectes a revisio ética local (Comité d’Ethique pour
I’Experimentation Animale, Université Paris Descartes).

Extraccié de proteines testiculars. Es van extreure els testicles de ratoli i la tinica albuginia es va
eliminar per minimitzar al maxim la contaminacié somatica. La massa testicular es va sotmetre a
disgregacié mecanica i es va homogeneitzar en soluci6 de lisi (150 mM NaCl, 20 mM Tris-HCI pH 8.0,
0.5 % NP40, 5 mM EDTA) i inhibidors de proteases. La lisi es va dur a terme incubant 1 hora a 4 °C en
agitaci6 i les proteines solubles es van recuperar amb el sobrenedant després de centrifugar 10.000 g per
10 minuts a 4°C. L’extracte proteic va ser utilitzat immediatament pels experiments
d’immunoprecipitacio.

Immunoprecipitacié de proteines. La immunoprecipitacio es va realitzar tal com es va descriure en
Moretti et al., 2017, amb modificacions menors. Breument, per cada experiment d’immunoprecipitacio,
es va fer la uni6 (o crosslink) de 5 ug d’anticos primari contra SRPK1 (#AP-14073-1-AP, Proteintech), 1
d’IgG de conill com a control negatiu, amb 50 pl de boles magnétiques recobertes de proteina A/G (#4630,
Ademtech). Per a la uni6 o crosslink, les boles magnetiques es van rentar tres vegades amb PBS amb
0,65% Tween-20, abans d’incubar amb I’anticos primari durant 30 minuts a temperatura ambient en
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agitacié. Seguidament, es va incubar durant 30 minuts amb dimetil-pimelimidate 200 mM a pH 9.0. La
reaccid de unio o crosslink es va aturar amb Tris-HCI 50 mM a pH 7.5. A les hores, les boles unides a
I"anticos es van incubar amb el lisat testicular tota la nit a 4 °C. L’eluci6 de les proteines del lisat retingudes
es va fer amb PAG Elution Buffer (#10701, Ademtech) incubant 5 minuts a temperatura ambient. El pH
es va neutralitzar amb trietilamoni bicarbonat a pH 8.4. El material eluit es va destinar a la identificacié
per proteomica bottom up de les proteines candidates, i a la validacié de la immunoprecipitacié per
western blot.

Cromatografia liquida — Espectrometria de Masses en tandem (LC-MS/MS) i identificacié de
proteines. Es van analitzar tres replicats biologics de forma independent. Les mostres
immunoprecipitades es van sotmetre a protedmica bottom-up a la plataforma 3P5 de la Université de
Paris. Despres de reduir les cisteines amb ditiotreitol i alquilar amb cloroacetamida, les proteines es van
digerir amb tripsina i van ser analitzades per LC-MS/MS com es va fer a Moretti ef al., 2017. Pel
processament dels espectres i la identificacio dels péptids, es va utilitzar el software ProteomeDiscoverer
1.3 1 MASCOT versi6 2.5. Les proteines es van considerar valides seguint criteris de minim un péptid
Unic identificat amb 1% FDR, considerant la oxidaci6 de metionines i la carbamidometilaci6 de les
cisteines com modificacions variables.

Western Blot. Per a la validaci6 de la immunoprecipitacié, una quantitat corresponent al 50% del total
del material eluit es va desnaturalitzar amb 4X NuPage buffer LDS sample buffer (Life Technologies)
suplementat amb 10% B-mercaptoetanol, incubant 5 minuts a 95°C. Les proteines desnaturalitzades es
van carregar en un gel de SDS i poliacrilamida al 12% per dur a terme la electroforesi i, posteriorment, es
van transferir a una membrana de nitrocel-lulosa. Per la deteccié de SRPK1, I’anticos primari contra
SRPK1 (#AP-14073-1-AP, Proteintech) es va diluir 1:750 en solucié de bloqueig.

Analisi de les dades. Per identificar les proteines immunoprecipitades, els valors corresponents a
proteines amb al menys tres valors proteomics valids en el immunoprecipitat contra SRPK1 i IgG es van
comparar mitjancant el test estadistic t-student (p-valor < 0.01). El llistat de proteines identificades es va
analitzar amb I’eina Gene Ontology (http://www.geneontology.org/) per determinar els Processos
Biologics enriquits. També es va utilitzar ’eina STRING (https:/string-db.org/) per identificar xarxes
proteiques i connexions entre les proteines identificades. Les vies metaboliques enriquides es van
determinar mitjangant Reactome (https://reactome.org). A més, es van utilitzar dades del Repro Genomics
Viewer (https://rgv.genouest.org/) extretes de 1’article de Green e al, 2018 per analitzar dades
d’expressi6 genica de cél-lula unica (scRNA-Seq) corresponent als diferents tipus cel- lulars testiculars de
ratoli adult. Aquest analisi ens va permetre descartar proteines exclusivament expressades en les cél-lules
de Sertoli, i identificar aquelles més expressades en cél-lules post-meidtiques, que és quan es produeix la
transicio6 NH-NP.

RESULTATS I DISCUSSIO

L’analisi per western blot va confirmar que la immunoprecipitacié contra SRPK1 es va realitzar amb
exit en els tres replicats (Figura 1A), i un total de 41 proteines es van identificar per LC-MS/MS. Cal
destacar que degut a que cap de les proteines identificades es va trobar expressada exclusivament a les
cel-lules somatiques testiculars, la totalitat del llistat es va incloure per les anilisis consegiients. Es va
observar que aquestes proteines es trobaven principalment implicades en la regulaci6 de processos de
splicing, aixi com en el transport, metabolisme i estabilitat dels mRNAs. De forma interessant, vies
metaboliques relacionades amb el splicing de mRNAs (Reactome) es van trobar enriquides, en coheréncia
amb el paper ja descrit per SRPK 1 com una de les proteines més importants per la regulacié de proteines
implicades en splicing de mRNAs (Gui ef al., 1994; Tronchre et al., 1997; Hagopian ef al., 2008; Ma et
al., 2008).

Aquesta associaci6 reforga els nostres resultats. L’analisi d’interaccions per STRING va demostrar
que la gran majoria de les proteines identificades no havien estat descrites préviament com “interactors”
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proteics directes de SRPK1 (Figura 1B), el que dona rellevancia als nostres resultats, ja que seria la
primera vegada que s’identifiquen aquestes interaccions.
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Figura 1. Immunoprecipitacié d’SRPKI1 i identificacié de les proteines associades per LC-MS/MS.
Validacié de la immunoprecipitacié de SRPK1 per western blot (A). Determinaci6 mitjangant analisis de
STRING de les interaccions proteina-proteina entre la xarxa proteica associada a SRPK1 (marcada amb
un cercle vermell) determinada per LC-MS/MS.

Gracies als resultats recopilats del Repro Genomics Viewer, vam poder caracteritzar les proteines
identificades segons el seu perfil d’expressi6 génica durant I’espermatogénesi (en fases mitotica, meiotica,
i de diferenciaci6 o espermiogénesi), identificant un total de 20 proteines expressades en cel lules post-
meidtiques. De forma remarcable, proteines d’unié a RNA (RBPs) associades als mRNAs de la protamina
2 i de les proteines de transicid, fonamentals pel reemplagament NH-NP, es van trobar altament
expressades. Son exemples la Heterogeneous Nuclear Ribonucleoprotein (hnRNP) A/B, la qual s’associa
al mRNA de la protamina 2 contribuint a la seva regulacié temporal a nivell traduccional durant
I’espermatogeénesi (Idler and Yan, 2012), i la Polyadenylate-binding protein 1 (PABPC1), que s’uneix a
mRNAs especifics de 1’espermatozoide corresponents a proteines que es sintetitzen durant els estadis
d’elongacié espermatica, com la protamina 2 i les proteines de transici6 1y 2 (Xu ez al., 2014).

També vam identificar la Minichromosome maintenance protein 7 (MCMT7), una proteina que €s
diferencia de la resta dels membres de la seva familia al ser la Unica que s’expressa durant la
espermiogenesi (dades extretes de Green et al., 2018 a través del Repro Genomics Viewer). Es necessiten
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més estudis per desxifrar el paper d’aquesta proteina, amb un rol essencial en la replicacio de DNA, durant
la fase postmeiotica, en la qual no es necessita replicacié del DNA.

CONCLUSIO

Hem identificat 41 proteines associades a SRPK1 involucrades en la regulacié temporal de la expressid
de mRNAs que codifiquen proteines involucrades en la compactacié de la cromatina espermatica,
suggerint funcions reguladores addicionals de SRPK1 durant I’espermiogénesi a través de la seva
interaccié amb altres proteines. Per tant, SRPK 1 es veuria involucrada en la regulacio de la protaminacid
del DNA espermatic no només a través de la fosforilacié directa de la protamina 1, essencial per la seva
correcta incorporacié al DNA, siné també regulant de forma indirecta proteines importants pel correcte
desenvolupament de la remodelaci6 de la cromatina al testicle i la correcta formaci6 de espermatozoides
funcionals.
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