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POLIMORFISMI DI SEQUENZA DEL GENE
MATER/NALP5 E RELAZIONE GENETICA SU RAZZE
ﬁ BOVINE ITALIANE

Kapetis D. (1), Cesar A.S.M. (1, 2), Ramelli P. (1), Pisani L.F. (1),
Meirelles F.V. (2), Mariani P. (1)

(1) Fondazione Parco Tecnolbgicb Padano, Laboratorio Genomica Animale 2,
Lodi, Italy
(2) Facolta di Zootecnia e Ingegneria degli Alimenti, Dipartimento Scienze di
Base, Universita di Sdo Paulo, Pirassununga, SP, Brazil

Riassunto — Mater/NALP5 (Maternal Antigen that Embryos Require) & un gene di
origine materna necessatio per il normale sviluppo embrionale fino allo stadio di 2
cellule nel topo, 16 cellule nel bovino, e vescicola germinale nell’'uomo.
Mater/NALP5 & stato inizialmente identificato come autoantigene ovocita-
specifico associato con 1’ooforite autoimmune nel topo. La precisa funzione di
Mater/NALP5 & ancora da chiarire, tuttavia il pattern di espressione esaminato
durante I’ovogenesi e lo sviluppo embrionale preimpianto suggerisce un possibile
ruolo nell’attivazione del genoma embrionale. Scopo di questo studio &
I’identificazione nelle razze Chianina, Marchigiana, Romagnola, Maremmana e
Podolica di polimorfismi nucleotidici all’interno del gene. L’analisi comparativa
delle sequenze ottenute nelle cinque razze ha identificato 10 nuovi Polimorfismi a
Singolo Nucleotide (SNP). Un polimorfismo non-sinonimo, specifico della razza
Podolica, risulta in una sostituzione dell’amminoacido glutammina ad istidina nella
proteina.

Parole Chiave: Polimorfismi a Singolo Nucleotide, Polimorfismo Non-Sinonimo,
Gene Mater/NALP5, Embriogenesi

Introduzione

I meccanismi che sono alla base dell’attivazione del genoma embrionale nei
mammiferi sono poco conosciuti. Durante la maturazione, gli ovociti accumulano
trascritti che vengono tradotti direttamente in proteine o accumulati per una
successiva trascrizione durante 1’oogenesi, attraverso il controllo della
poliadenilazione. Durante la successiva maturazione meiotica ed ovulazione, le
cellule germinali sono trascrizionalmente inerti e molti trascritti materni vengono
degradati (Bachvarova e De Leon 1980; Fox and Wickens, 1990; Stutz et al.,
1998). Nonostante alcuni trascritti materni persistano, la programmazione dello
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po precoce embrionale ¢ in primo luogo determinato dall’attivazione del
a embrionale che inizia allo stadio di zigote avanzato e prosegue allo stadio
cellule (Bolton et al., 1984; Schultz, 1993). Nel topo & stato dimostrato che
zione della trascrizione in embrioni precoci causa I’arresto delle divisioni
he allo stadio di due cellule (Flach et al., 1982). E ipotizzabile quindi
nza di una serie di meccanismi ben regolati con i quali gli mRNA materni
10 sostituiti dai trascritti zigotici, la struttura della cromatina si rende
siva per I’espressione genica e il ciclo cellulare & regolato in modo da
e il proseguimento dello sviluppo embrionale.

 Mater (Maternal Antigen That Embryos Require), conosciuto anche con il
NALP5 (NACTH, Leucine rich repeat and PYD containing 5) & un gene
to per lo sviluppo embrionale precoce (Tschopp et al., 2003; Pennetier et al.,
Mater/NALPS5 & un gene di origine materna necessario per un normale
0 embrionale fino allo stadio di 2 cellule nel topo (Flach et al., 1982; Tong
004), 16 cellule nel bovino (Pennetier et al., 2006; Ponsuksili et al., 2006), e
la germinale nell’'vomo (Tong et al., 2002). Mater/NALP5 & stato
nente identificato come autoantigene ovocita-specifico associato con
ite autoimmune nel topo (Tong e Nelson, 1999). La precisa funzione di
NALP5 & ancora da chiarire, tuttavia il pattern di espressione esaminato
> I’ovogenesi e lo sviluppo embrionale preimpianto suggerisce un possibile
ell’attivazione del genoma embrionale (Tong et al., 2004). 1l trascritto e la
a Mater/NALPS sono stati osservati nell’ovocita in follicoli primari e
ilati durante 1a sua crescita. Nel topo il livello di trascritto diminuisce dopo
ndazione, come dimostrato da Tong e colleghi (1999). La funzione del gene
NALP5 & suggerita inoltre dal fatto che femmine di topi transgenici
NALP5-null presentano un fenotipo normale per quando riguarda
enesi, ovulazione e fecondazione, ma gli embrioni non si sviluppano oltre
o di 2-cellule, corrispondente all’attivazione del genoma embrionale (Tong
004). Nel bovino la proteina rimane abbondante fino allo stadio di morula
cora presente nella blastocisti (Pennetier et al., 2006). Il gene Mater/NALPS
A per una proteina di 1098 aminoacidi (121 KDa) costituita da tre domini
istici di Natch, ripetizioni di Leucina e domini di Pirina appartenenti alla
a NALP. I primi cinque esoni codificano 26-27 ripetizioni di aminoacidi
1 mentre gli esoni 8-11 codificano per 12 ripetizioni di leucina. La
izzazione di bovini di razza Chianina, Marchigiana, Romagnola,
mana e Podolica per gli esoni 8, 9 ed 11 & qui riportata e possibili funzioni
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effettuata utilizzando Gen Elute™ Blood Genomic DNA kit (Sigma-Aldrich,
Milano, Italy, www.sigmaaldrich.com).

Disegno dei primer, reazione di PCR e sequenziamento

I primer sono stati disegnati basandosi sulla sequenza specifica del gene
Mater/NALP5 disponibile in GenBank (Accession no. NM_001007814)
utilizzando il software  Primer3 (http://www-genome.wi.mit.edu/cgi-
bin/primer/primer3_www.cgi), specificatamente per amplificare le regioni che
comprendono gli esoni 8 e 9 e I’esone 11. Le reazioni di PCR sono state eseguite in
un volume totale di 15 pl utilizzando 15 ng/pl DNA genomico, 0.4 pmol/pl per
ogni primer (forward e reverse), 1.5 pl 10X buffer, 1.5 mM MgCl,, 0.3 mM dNTPs
e 1.5 U AmpliTaq Gold® (Applied Biosystems, www.appliedbiosystems.com), in
una PCR a gradiente = Eppendorf Mastercycler (Eppendorf Italia,
www.eppendorf.com). La denaturazione del DNA (95°C per 10 min) & stata seguita
da 34 cicli di 94°C per 30 sec, 60°C per 30 sec e 72°C per 30 sec, ed uno step
finale a 72°C per 5 min. I prodotti di PCR sono stati separati mediante elettroforesi
in gel di agarosio 2% con Etidio Bromuro in 1X TAE e i singoli prodotti sono stati

purificati con EXOSAP-IT® (USB, Cleveland, Ohio, USA). Le reazioni di

sequenziamento sono state effettuate con BigDye™ V.3.1 terminator chemistry
(Applied Biosystems, www.appliedbiosystems.com) utilizzando un sequenziatore a
capillare ABI PRISM 3100 DNA  Analyzer (Applied Biosystems,
www.appliedbiosystems.com), secondo i protocolli del produttore. Per ridurre al
minimo gli errori di sequenziamento, tutti i frammenti sono stati sequenziati in
entrambe le direzioni e sono state considerate solo le sequenze di alta qualita.

Analisi di sequenza, identificazione e validazione marcatori SNP

La pipeline semiautomatica PhredPhrap ¢ stata utilizzata per la lettura automatica
degli elettroferogrammi (Phred) e per l’allineamento delle sequenze (Phrap)
(Ewing e Green, 1998; Ewing et al., 1998). La qualita delle sequenze & stata
valutata con Phred allo scopo di selezionare solo le sequenze con qualita media
>20. I parametri di Phrap (-forcelevel 6, -repeat_stringency 0.8) per I’allineamento
di sequenze in tutte le razze sono stati stabiliti sia per 1’intera popolazione che per
ogni razza. Le sequenze forward e reverse sono state allineate per determinare le
sequenze consensus. Consed (Gordon, 2004) & stato utilizzato per la
visualizzazione e l’editing delle sequenze. L’omologia con le sequenze gia
disponibili nei database (Genbank) ¢ stata valutata utilizzando BLASTn (Altschl et
al 1990, 1997) ponendo come soglia di significativita e-value di 1¢”°. La presenza
di Polimorfismi a Singolo Nucleotide (SNP) ¢ stata investigata mediante il
software PolyPhred (Marth et al., 1999) con soglia di significativita a 0.90. Gli
allineamenti multipli delle sequenze consensus sono stati effettuati mediante i
software MAP (Huang, 1994) e Pileup (CGC Wisconsin Package,
http://www.accelrys.com). '
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Comparazione amminoacidica

Le sequenze amminoacidiche derivate dalle sequenze di DNA sono state ottenute
mediante il software Bioedit (Hall, 1999). La proteina ottenuta & stata allineata
usando come templato la sequenza di riferimento disponibile in GeneBank
(Accession no NP_001007815.1). Le sequenze consensus specie-specifiche sono
state create e confrontate con quelle presenti in GeneBank nr DB usando il
software Blastp (Altschul et al., 1997); BLAST & stato limitato a Bos Taurus e le°
(e-value). La struttura teorica della proteina & stata creata utilizzando Swiss-Pdb
Viewer v.3.1.

Discussione dei Risultati

I primer specifici per il gene Mater/NALP5 sono stati disegnati in modo da
amplificare un framento di 728 bp corrispondente alla regione compresa tra I’esone
8, 'introne 8 e I’esone 9 ed un frammento di 729 bp corrispondente all’esone 11,
usando come templato la sequenza nucleotidica disponibile in Genebank
(Accession no. NM_001007814 ). Da ogni individuo sono stati ottenuti ampliconi
delle dimensioni attese. I corrispondenti elettroferogrammi sono stati inizialmente
analizzati con Phred per valutare la loro qualitd e tutte le sequenze sono state
accettate. Le sequenze nucleotidiche ottenute nelle razze Marchigiana, Podolica,
Maremmana, Chianina e Romagnola mostrano un’omologia del 99% con le
sequenze di Bos Taurus gia disponibili in GenBank (Figura 1).

Identificazione di marcatori SNP

Cinque contig omologhi delle sequenze (uno per ogni razza) sono stati ottenuti con
il software Phrap e analizzati con Polyphred. Dieci nuovi SNP sono stati
identificati: 1 nei bovini di razza Chianina, 7 nella Marchigiana, 2 nella
Maremmana, 3 nella Podolica ed 1 nei bovini di razza Romagnola (Tabella 1). La
maggior parte degli score significativi sono stati attribuiti in posizioni dove le basi
alternative erano presenti nello stato omozigote e lo score per gli individui
eterozigoti era complessivamente meno significativo. Le variazioni osservate sono
rappresentate da 1 transizione G/C (SNP 446) e 9 trasversioni presenti allo stato di
eterozigote. Nove di questi polimorfismi sono localizzati nell’introne 11 e solo uno
¢ presente nell’esone 11 (SNP 446) .

SNP sinonimi e non-sinonimi

Le sequenze che presentavano un significativo numero di sostituzioni nucleotidiche
sono state selezionate ed allineate con la sequenza di cDNA di Mater/NALPS
presente in Genebank (NM_001007814). In questo modo & stato possibile
localizzare le regioni codificanti presenti negli ampliconi ottenuti mediante PCR.
Le regioni codificanti sono state successivamente tradotte nella loro corrispondente
sequenza amminoacidica. Le sequenze amminoacidiche (codificate dagli esoni 8, 9
e 11) sono state allineate alla sequenza proteica presente in Genebank
(NP_001007815). L’ allineamento ha messo in evidenza 1’esistenza di una



sostituzione non sinonima (Glu - His) nella razza Podolica all’interno dell’esone
11 (Tabella 1, Figura 2).

Sequenze codificanti del Gene Mater/NALPS
Le sequenze degli esoni ottenute nel presente studio mostrano una evidente

ripetizione di 171 nucleotidi che codificano per 56 aminoacidi. Questa ripetizione
suggerisce una parziale duplicazione del gene durante I’evoluzione che potrebbe
indicare un ruolo funzionale di questo dominio (Tong et al., 2000; Ponsuksili et al.,
2006). L’allineamento dei polipeptidi che codificano per gli esoni 8, 9 e 11 ha
rilevato un motivo di leucine ripetute (LRR, Leucine Rich Repeats) come riportato
in Fig. 3A. Questa ripetizione corrisponde ad una sequenza canonica,
LxxLxLxxN/CxL, rilevata per la prima volta nell’inibitore della ribonucleasi e
viene considerata importante per le interazioni proteina-proteina (Hofsteenge et al.,
1988). Le sequenze fiancheggianti di ogni esone presentano elementi di sequenze
consensus (AG....GT) corrispondenti ai siti di splicing esone-introne (Breathnach e
Chambon 1981). Inoltre, i 106 nucleotidi all’estremita 3 fanno parte della regione
non codificante della proteina. Le leucine iniziali formano un foglietto-beta seguito
da un loop e da una alfa-elica (Figura 3B). La risultante struttura teorica ¢ identica
alla struttura dell’inibitore della ribonucleasi di suino e forma un dominio non
globulare a ferro di cavallo. Se esiste questa analogia struttura- sequenza con altre
proteine, I’intero dominio del gene Mater/NALPS potrebbe essere accessibile per
interazioni con altre proteine, probabilmente ribonucleasi.
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Figura 1: Allineamento delle sequenze consensus per I’esone 11 utilizzando il
software MAP (Huang, 1994).

- H . H . : . H . : . H 60
ROMAGNCLA TCGCTAAGTTCTGTCTGACTCTATT 'CCCCTGGACTGTAGCCCGCCAGGCTTC 59
PODOLICA TCGCTAAGTTGTGTCTGACTCTATTGTGAGCCCCCTGGACTGTAGCCCGCCAGGCTTC 58
MAREMMANA GTCGCTAAGTTGTGTCTGACTC TATTGTGAGCCCCCTGGACTGTAGCCCGCCAGGCTTC 59
CHIANINA CGCTAAGTTGTGTCTGACTCTATTGTGAGCCCCCTGGACTGTAGCCCGCCAGGCTTC 56
MARCHIGIANA CTCTATTGTGAGCCCCCTEGACTGTAGCCCGCCAGGCTTC 40

. 3 . H . : B : . 3 - H 120
ROMAGNCLA TCTGTCC. TTCTCCAGGCARGAACACTGGAGTGGCTTGTTATTTCCTTCTCCAG 119
PODOLICA TCTGTCCATGGGGATTCTCCAGGCAAGAACACTGGAGTGGGTTGTTATTTCCTTICTCCAG 118
MAREMMANA TCTGTCCATGGGGATTCTCCAGGCARGAACACTGGAGTGGGTTGTTATTTCCTTCTCCAG 119
CHIANINA TCTGTCCATGGGGATTCTCCAGGCAAGAACACTGGAGTGGGTTGTTATTTCCT TCTCCAG 116
MARCHIGIANA TCTGTCCATGGGGATTCTCCAGGCAAGAACACTGGAGTECGTTGTTATTTCCTTCTCCAG 100

- : . H PR . : . : . : 180
ROMAGNOLA GGGATCTTCCAGACCCAGGGATCGAACTCGGGTCTCCTGTGTTGCAGGCAGATTCTTTAC 179
PODOLICA GGGATCTTCCAGACCCAGGGATGGAACTCGGGTCTCCTGTGTTGCAGGCAGATTCTTTAC 178
MAREMMANA GGGATCTTCCAGACCCAGGGATGGAACTCGGGTCTCCTGTGTTGCAGGCAGATTCTTTAC 179
CHIANINA GGGATCTTCCAGACCC: TGGAACTCGGGTCTCCTGTGTTGCAGGCAGATTCTTTAC 176
MARCHIGIANA GGGATCTTCCAGACCCAGGGATCGAACTCGGGTCTCCTGTGTTGCAGGCAGATTCTTTAC 160

. H . : . H . : - H . : 240
ROMAGNOLA TATCTGAGCTACCTTGGAAGCCCTAAAAGATACAGAATTTGATTTTTTARAAAGGGTCCG 239
PODOLICA TATCTGAGCTACCTTGGAAGCCCTAAAAGATACAGAATTTGATTTTTTARAAAGGGTGGG 238
MAREMMANA TATCTGAGCTACCTTGGAAGCCCTAAAAGATACAGAATTTGATTTTTTARAAAGGGTGGG 239
CHIANINA TATCTGAGCTACCTTGGAAGCCCTAAAAGATACAGAATTTGATTTTTTAAAAAGGGTGGG 236
MARCHIGIANA TATCTGAGCTACCTTGGAAGCCCTAAAAGATACAGAATTTGATTTTTTARAAAGGGTGGG 220

. : - : . H . : . : . H 300
ROMAGNOLA GGGCTGAGTTTTATTCAAGGAGCAAGGECGCTGTC TGTCTGCAACAGCGCAAGAAGAGGTT 299
PODOLICA GGGCTGAGTTTTATTCAARGEAGGAAGGCGCTGTC TG TCTGCAACAGCGCAAGAAGAGGTT 298
MAREMMANA GGGCTGAGTTTTATTCAAGGAGGAA GCTGTCTGTCTGCAACAGCGCA G. 'TT 299
CHIANINA GGGCTGAGTTTTATTCAAGGAGGAAGGCGCTGTCTGTCTGCAACAGCGCAAGAAGAGGTT 296
MARCHIGIANA GGGCTCAGTTTTATTCAAGGAGGAAGGCGCTGTCTGTCTGCAACAGCGCAAGAAGAGGTT 280

. B . : . B . B . H . : 360
ROMAGNOLA TCAGACCCTTGGRCGGGGTGTCCGGGAGTCCTGGGGAAGGGAGAGGCATCAGAAGCAAAT 359
PODOLLCA TCAGACCCTTGGGCEGEGTGTCL TCCTCGGGAAGGGA ATCAGAAGCAAAT 358
MAREMMANA TCAGACCCTTGGGCGGGGTGTCCGGGAGTCCTGGGGAAGGGAGAGGCATCAGAAGCAAAT 359
CHIANINA TCAGACCCTTGGEGCGGGETGTCX TCCTGGGGAAGGGA! GCATCAGAAGCAAAT 356
MARCHIGIANA TCAGACCCTTGGGCEGGETGTCX TCCTGC AGA ATCAGAAGCAAAT 340

. : . : . 3 - : . : - : 420
ROMAGNOLA TCCCAGAGTAAGGARGCCCCTTTCTGGCCCCCTTCCCAGGCTGT! AGAGCARATACCC 419
PODOLICA TCCCAGAGTAAGGAAGCCCCTTTCTGGCCCCCTTCCCAGGCTET AAGAGCAATACCC 418
MAREMMANA TCCCAGAGTAAGGAAGCCCCTTTCTGGCCCCCTTCCCAGGCTGT AAGAGCAATACCC 413
CHIANINA TCCCAGAGTAAGGAAGCCCCTTTCTGECCCCCTTCCCAGGCTGTGGAAAGAGCAATACCC 416
MARCHIGIANA TCCCAGAGTAAGGAAGCCCCTTTCTGECCCCCTTCCCAGGCTGT AAGAGCAATACCC 400

. H - B . : . : . : . H 480
CROMAGNOLA GGCCCGAGTAAGAAGGCTGCTGGAGCAGGTGCAGAGACTGARGCCCCACGTGCTCATCAG 479
PODOLICA GGCCCGAGTAAGAAGGCTGCTGGAGCAGGTGCAGAGACTGAAGCCCCACGTGGTCATCAG 478
MAREMMANA GGCCCGAGTAAGA TGCTGGAGCAGGTGCAGAGACTGAAGCCCCACGTGGTCATCAG 479
CHIANINA GGCCCGAGTAAGAAGGCTGCTGGAGCAGGTGCAGAGACTGAAGCCCCACGTGGTCATCAG 476
MARCHIGIANA GGCCCGAGTAAGAAGGCTGCTGGAGCAGGTGCAGAGACTGAAGCCCCACGTGGTCATCAG 460

. H . : . H . : . : . 3 540
CROMAGNOLA TGACGCCTGGTACAC ACGGGCCCTGCTGGAGAATCTGAAGAACCTG 539
PODOLICA TGACGCCTGGTACACGGAG GGGCCCTGCTGGAGAATCTGAAGAACCTG 538
MAREMMANA TGACGCCTGETACAC GAGGACGGGCCCTGCT ATCTGAAGAACCTG 539
CHIANINA TGACGCCTGGTACAC GAGGACGGGCCCTGCT ATCTGAAGAACCTG 536
MARCHIGIANA TGACGCCTGGTACACGGAG GGGCCCTGCT AATCTGAAGAACCTG 520

. H . : . : . H . 3 . H 600
ROMAGNOLA AGAACCGCCCCGCCCACCCCCGCTCTGATTCGGGACCCTTCAGGAGACGGATGACGATTC 599
PODOLICA AGAACCGCCCCGCCCACCCCCGCTCTGATTCGGGACCCTTCAGGAGACGGATGACGATTC 598
MAREMMANA AGAACCGCCCCGCCCACCCCCGCTCTGATTCGGGACCCTTCAGGAGACCGATGACGATTC 599
CHIANINA AGAACCGCCCCGCCCACCCCCGCTCTGATTCGGGACCCTTCAGGAGACGGATGACGATTC 596
MARCHIGIANA AGAACCGCCCCGCCCACCCCCGCTCTGATTCGGGACCCTTCAGGAGACGGATGACGATTC 580

. H - H . B - H - : . : 660
ROMAGNOLA CTGATCCTCACAAAGTCTCACTGGTGGTGGCTCCTGAGTATCCACTTCAGTTCGGTTGTC 659
PQDOLICA CTGATCCTCACAAAGTCTCACTGGTGGTGGCTCCTGAGTATCCACTTCAGTTCGGTTETC 658
MAREMMANA CTGATCCTCACAAAGTCTCACTGETGGTGGCTCCT CACTTCAGTTCGGTTGTC 659
CHIANINA CTGATCCTCACAAAGTCTCACTGGTGGTGGCTCCTGAGTATCCACTTCAGTTCGGTTGTC 656
MARCHIGIANA CTGATCCTCACAAAGTCTCACTGGTGGTGECTCCTGAGTATCCACTTCAGTTCGGTTGTC 640

. : . H . H . : B H . H 720
ROMAGNOLA GGTGTCTGCCTCTGACGACGECGTGTGCCCTTCACGTCCTGGGACTTCAGTTCTCTGTGA 719
PODOLICA GGTGTCTGCCTCTGACGACGGCGTGTGCCCTTCACGTCCTGEGACTTCAGTTCTCTGTGA 718
MAREMMANA GGTGTCTGCCTCTGACGACGGCGTGTGCCCTTCACGTCCTGGGACTTCAGTTCTCTGTGA 719
CHIANINA GGTGTCTGCCTCTGACGACGGCGTGTGCCCTTCACGTCCTGGGACTTCAGTTCTCTGTGA 716

MARCHIGIANA GGTGTCTGCCTCTGACGACGGCGTGTGCCCTTCACGTCCTGGGACTTCAGTTCTCTGTGA 700

. H B H . : - B . H . : 780
ROMAGNOLA AGCGT 724
PODOLICA AGCGTC 724
MAREMMANA AGCGTCTGT 728
CHIANINA AGCGTCTGTCCTACCCGAA 735
MARCHIGIANA AGCGTCTGTCCTACCTGAACACACAGGGAGGACTGAATAAACACAGCATTG 751
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Tabella 1 - Nuovi SNP identificati nelle sequenze Mater/Nalp5

Razze e SNP | Transizione/trasversione Sos'tituzi.01.1i Pop'
- -amminoacidiche
Chianina

207 Trasversione (G/A) - 0,99
333 " Trasversione (G/A) - 0,97

Marchigiana
9}6' Trasvefsjone (G/A) - 0,97
241 Trasversioﬂe (GI'T) - 0,95
267 Trasversione (C/T) - 0,96
564 Trasversione, G/ - 0,96
569 Trasversione (G/T) - 0,92
675 Trasversione (C/T) - 0,96

Maremmana
27 Trasversione (G/T) ; 0,99
333 Trasversione (G/A) - 0,97 |

Podolica
333 Trasversione (G/A) - 0,99
446 Transizione (G/C) Non-sinomima (Glu -> His) 0,98
675 Trasversione (G/T) - 0,99
Romagnola

333 Trasversione (G/A) - 0,99

Pgwp' = SNP score probabilita
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Figura 2: A. Sostituzione amminoacidica. NP_001007815 & la proteina omologa
presente in GeneBank. I numeri indicano la posizione del residuo amminoacidico.
B. SNP 446 (cag/cac, Q446H) allo stato di eterozigote (freccia).

A.

NP_001007815 LWKEQYPARVRRLLEQVQRLKPHVVISDAWYTEEEEDGPCWRI 43

CHIANINA LWKEQYPARVRRLLEQVQRLKPHVVISDAWYTEEREDGPCWRI 43
ROMAGNOLA LWKEQYPARVRRLLEQVQRLKPHVVISDAWYTEEEEDGPCWRI 43

MAREMMANA LWKEQYPARVRRLLEQVQRLKPHVVISDAWYTEEEEDGPCWRI 43

MARCHIGIANA LWRKEQYPARVRRLLEQVQRLKPHVVISDAWYTEEEEDGPCWRI 43
PODOLICA LWKEQYPARVRRLLEHVQRLKPHVVISDAWYTEEEEDGPCWRI 43
B.

Conclusioni

Nei mammiferi 1’ovocita maturo & la piu grande cellula presente e come risultato
della sua attivita trascrizionale pud arrivare ad accumulare, come avviene per
esempio nel topo, fino a 90 pg di poly(AH)RNA (Bachvarova et al., 1985). Durante
la maturazione meiotica e la successiva ovulazione, il gene Mater/NALP5 non
presenta una rilevante attivita trascrizionale (Flach et al., 1982) e molti trascritti
materni non sono deadenilati e/o degradati (Paynton et al, 1988) prima
dell’attivazione dei geni zigotici allo stadio di due cellule (Pratt et al., 1983). Di’
fatto, non si conosce la base molecolare di questa attivazione del genoma
embrionale, che coinvolge la degradazione dei frascritti dell’ovocita e 1’induzione
del ciclo cellulare. Pennettier et al. (2004) hanno dimostrato che la proteina
Mater/NALP5 puo stabilizzare i trascritti dal momento in cui vengono esportati dal
nucleo e durante il loro accumulo nel citoplasma, fino al momento in cui vengono
reclutati per la loro traduzione nell’ovocita o dopo la fecondazione. Nell’embrione
precoce, attraverso un accumulo perinucleare, Mater/NALP5 pud proteggere i
trascritti rari prodotti dal genoma embrionale. Una volta che I’embrione ha
sintetizzato una sufficiente quantitd di RNA messaggero e di proteine, lmRNA
materno viene degradato.



Figura 3: A. Motivi strutturali in Mater/NALP5. Gli esoni 8, 9 e 11 sono stati
allineati usando Pileup (GCG Wisconsin Package). Le identita amminoacidiche
sono indicate in rosso; le similaritd in blu. I numeri degli esono sono indicati a
sinistra. B. La struttura teorica del dominio LRR (Leucin-Rich repeats) & stata
creata con Swiss-prot basandosi sulla struttura tridimensionale di un inibitore delle
ribonuclesi di suino.

A. Ripetizioni leucina (681-1098aa) B. Struttura teorica del dominio LRR
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Dai dati in letteratura & possibile considerare Mater/NALP5 un ottimo gene
candidato per la valutazione dell’infertilita materna (Tong et al., 2000).
In questo studio abbiamo documentato variazioni nucleotidiche del gene
Mater/NALPS presenti in regioni codificanti e non codificanti. Un SNP non-
sinonimo alla posizione 446, & stato identificato in due individui di razza Podolica.
Tale polimorfismo risulta in una sostituzione di glutammina (amminoacido
elettronegativo) ad istidina (amminoacido elettropositivo) e potrebbe avere
implicazioni funzionali, tuttora sconosciute, per la proteina. Le sequenze
amminoacidiche identificate nel presente progetto sono omologhe alla sequenza
amminoacidica (NP_001007815) disponibile in GeneBank e condividono
amminoacidi conservati per il dominio ricco in leucina LxxLxLxxN/CxL alla
estremita C-terminale.
La struttura tridimensionale di questo motivo ¢ gia stata determinata ad una
risoluzione 2.0-2.4 (A) nell’inibitore delle ribonucleasi/RNasi A di suino,
nell’inibitore dell’RNasi placentare umana/angiogenina € nel complesso
spliceosoma U2B”“/U2A" (Kobe ¢ Deisenhofer, 1995; Papageorgiou et al., 1997;
Rimmele et al., 1998). Le ripetizioni di leucina formano un dominio non globulare
in cui i foglietti-beta e le alfa-eliche sono organizzate in un semicerchio, con le
alfa-eliche disposte fuori e i foglietti-beta esposti nella cavita interna (Figura 3B).
Sulla base di questo dominio, & stato suggerito che il gene Mater/NALPS5 bovino
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possa giocare un ruolo importante nella stabilizzazione degli mRNA prodotti
nell’ovocita (Pennetier et al., 2006). ’

La ricerca proseguira per identificare ulteriori polimorfismi nel gene Mater/NALPS
e per validare i polimorfismi identificati nel presente studio. Tali polimorfismi
potranno essere utilizzati in studi di associazione con infertilith o ridotta fertilita
nella femmina e, se confermati, utilizzati in schemi di MAS. Infine, marcatori
come quello individuato nella razza Podolica, che deve essere comunque ancora
validato nell’intera popolazione, potrebbero essere utilizzati in futuro in protocolli
di tracciabilitd/rintracciabilita dei prodotti carnei come gia fatto per altre razze
bovine (Gorni e Mariani, 2007). ' ‘
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