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Introducció 

La pol i(ADP- ribosilació) és una modificació covalent post-transcrip

cional de determinades proteines nuclears que s'ha trobat tant en cel

lules eucariotes com procariotes . Aquesta reacció és catalitzada perla 

poli(ADP- ribosa)polimerasa, un enz im unit a la regió internucleosomal 

de la cromatina, el qual catalitza la síntesi d'un homopolímer d ' ADP

ribosa procedent del NAO~ unit a la proteína acceptadora (Chambon et al. 

1956) . El polímer és degradat perla poli(ADP- ribosa )ulicohidrolasa,un 

enzim també associat a la cromatina i que és fortament inhibit per 

l'ADN desnaturalitzat (Purnell et al . ,1980) . 

S'han identificat coma proteines acceptadores de l ' ADP- ribosa la Hl , 

H2A, H2B, l-0 , proteines no histones del grup de les HMGs , A- 24 , H6 , una 

endonucleasa depenent de ca- i l,'g* i el propi enzim , la poli(ADP- ribosa) 

polimerasa (Hayaishi et al . ,1977) . 

Malgrat s'ha intentat correlaciunar l'AOP-ribosilació ambla repli -

cació (Hayaishi et al . ,1977) , transcripció (Yukioka et al . ,1978 ) o re

paració de l'ADN (Durkacz et al . ,1980) no s'ha pogut aclarir, per el mo

ment, la seva funció . S ' ha postulat que la poli(ADP- ~ibosilació) de la 

cromatina provoca una relaxació de la seva estructura (Poirier et al., 

1982), la qual cosa podria facilitar qualsevol dels processos esmentats 

abans . Sembla que el que mereix una majar credibilitat en base als re

sultats experimentals publicats és la intervenció de la poli(ADP- ribo

silació) en les reaccions cel . lulars que apa~eixen en resposta a lesions 

induides a l'ADN . És conegut que diversos tractaments que danyen l'ADN 

provoquen una depleció del NA□• intracel.lular i que aquest ADN danyat 

estimula l'activitat de la poli( ADP- R)polimerasa (ügata et al. , 1981 ) . 

Wielckens et al . (1982) han demostrat que el turnover de grups poli(ADP-
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ribosil) en cel . lules tractades amb un agent que trenca l'AON és extrEi_ 

madament rapid, el que comporta una degradació substancial del NAO . 

L'espermatogenesi és un model molt adequat per l ' estudi de la poli

(ADP- ribosilació) jaque al llarg d'aquest procés tenen lloc canvis 

drastics en l'estructura i funció de la cromatina. Les espermatogonies 

i espermatocits són actius en replicació , transcripció, reparació i 

recombinació ; a les espermatides rociones ja no hi ha replicació i a 

les espermatides en diferenciació no hi ha tampoc transcripció. L'es

tructura típica de la cromatina, en forma de nucleohistona, de les cel

lules premeiot~ques , meiotiques i espermatides primitives és reempla

gada durant l'espermiogenesi per una estructura més relaxada 1 amb ex

posició de llocs d'unió a l ' ADN pero sensa activitat transcripcional . 

Al final de l'espermatogenesi té lloc una condensació massiva de la 

cromatina en forma de nucleoprotamina (:vlezquita i Teng , 1977) . 

Materials i metodes 

La suspensió de cel.lules testiculars s'ha preparat segons el meto

de de Meistrich (1977) . La separació d'aqueates cel . lules s'ha fet pel 

metode de sedimentació a gravetat unitat , inicialment descrit per Mez

quita i Teng (1977) , pero aplicant un gradient de glicerol . 

La permeabilització de les cel.lules al NAO• i l'assaig de l'activi

tat enzimatica s'han fet segons Berger i Johnson (1976), incubant amb 

NAO+ marcat amb c•c] . 
Els nuclis s'han aillat per el p~ocediment de la sacarosa (Mezquita 

i Terg,1977) amb PMSF i bisulfit sodic coma inhibidors de la proteolisi. 

L'extracció de proteines s'ha fet a)extracció amb H~S04 0 , 4 Ni 

precipitació amb etanol, b)extracció amb PCA 0 ,74 Ni precipitació amb 

acetona , c)extracció amb NaCl 0,35 Ni precipitació amb TCA . 

Les electroforesis s'han fet en gels de poliacrilamida/ac . acetic/ 

urea (Panyim , Chalkey,1969) o bé en gels de poliacrilamida/SDS (weber, 

Osborn,1959) . 

La identificació de les proteines AOP- ribosilades s'ha fet mitjan

gant fluorografía segons el metode de Laskey i Mills (1975) . 

El tractament de les cel.lules amb dimetilsulfat (DMS) s'ha fet se-



1 

guint el protocol de Ourkacz et al . (1980) . 

La quantificació de les proteines s ' ha fet mitjan~ant un Lowry 

(1951) i la quantificació de l'AON segons el metode de la difenilami

na (Burton, 1956) . 

Resultats 

L- Activitat poli(AOP-ribosa)polimerasa al llarg de l'espermatogenesi 

L'activitat poli(ADP- ribosa)polimerasa s'ha determinat en cel . lules 

perrneabilitzades al NAO• o bé en nuclis aillats, obtinguts ~ partir de 

les cel.lules ja separades pel metode de sedimentació a gravetat uni

tat. Aquesta activitat, expressada respecte a l'AON, decreix al llarg 

de l'espermatogenesi, fins arribar als espermatozous procedents del 

conducte deferent que mostren una activitat practicament menyspreable . 

Ara bé , els nuclis aillats, amb excepció dels espermatozous, presen

una activitat més elevada que les cel.lules permeabilitzades (fig .1) 
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Fig l. Activitat poli(AOP-ribosa)polimerese coma furció de le velocitet de sedimen

teció de les cbl.lules tasticulnrs: espermatozoue 1 espormhtides mds even~edes (0,5- 1 

mm/h) ¡ espermatides ellergades (1- 2 mm/h) ¡ les espermatides rodenos i cél.lules meiO

tioues sedimenten d'acord ambles seves difer~ncies de mide . l 

A) Cél .lules penneobilitzodes al NAO• 

8) Nuclis atllets 
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Quan hem tractat les diferents 

cel . lules ja separades amb l'agent 

muta.gen 0MS i hem fet l'assaig en 

cel.lules permeabilitzades al NAO~ 

hem vist un augment de l'activitat 

poli(ADP- ribosa)polimerasa (fig.2) 
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2- ADP- ribosilació de proteines nuclears en cel . lules testiculars 

Al analitzar les proteines nuclears que s'obtenen a partir dels nu

clis de les cel.lules ja separades i que s'extrauen amb PCA 0,74 No 

HzS04 0,4 N hem vist que, en qualsevol de les fraccions considerades, 

les prote1nes solubles en PCA 0 , 74 N s'A0P- ribosilen més que les solu

bles en H2 S04 0,4 N (taula I) , 
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I espermatides allargades 

II espermatides rociones 

III cel . lules meiotiques i 

premeiotiques 

La identificació per electroforesi de les prote1nes acceptadores ex

tretes amb PCA 0,74 Na partir de tot el testicle ha posat de manifest 

que en aquest extracte s'hi traben la Hl, HMG 1,2 i 17 . La quantifica

ció del marcatge incorporat al determinar la radioactivitat retallant 

la banda o mitjan~ant fluorografia mostra que el grau d'A0P- ribosilació 
cpm 

"100 decreix seguint l'ordre HMG 1,2 m, P-.01"e(N,A 

( conjuntament) , Hl i HMG 17 . HMG 1,2 4-7,5 

H 1 34,7 

HMG 17 17,6 



Discussió 

Per poder interpretar la disminució observada en l'activitat de l'en

zim al llarg de l'espermatogenesi s'ha de tenir en compte que aquesta 

activitat esta referida a l ' AON de cada fracció cel , lular, i no a les 

proteines acceptadores de l'ADP- ribosa . La disminució drastica dels 

substrats susceptibles d'AOP- ribosilació al final de l'espermiogenesi 

pot determinar un notable increment de l ' activitat especifica d ' AOP- ri

bosilació a les espermatides allargades que experimenten diferenciació 

a espermatozous. Si bé la radioactivitat és baixa a aquestes últimes 

cel . lules, l ' activitat especifica pot resultar comparable a la conse

guida en estadis previs de l ' espermatogenesi . 

Si l ' AOP- ribosilació en cel . lules testiculars provoca, tal com s'ha 

demostrat a d'altres sistemes (Poirier et al . , 1982) una relaxació de 

l ' estructura de la cromatina, es pot pensar que aquesta activitat és un 

dels mecanismes que faciliten qualsevol de les funcions genetiques que 

precisin d ' una descondensació de la cromatina , tals com la replicació , 

transcripció i reparació de l'AON . 

A les espermatides aquesta activitat contribuiria a la relaxació de 

la cromatina en relació amb el fenomen de transició nucleohistona- nucleq_ 

protamina . Jaque aquesta transició pot fer especialment vulnerable a 

l'AON a causa d'una elevada exposició de llocs d'unió a la seva molecula 

(Mezquita i Teng , 1977),,és important assenyalar que la presencia d'activ:L 

tat poli(ADP- R)polimerasa estimulable per un agent mutagen permet postu

l ar l'existencia d'un sistema de reparació a aquestes cel . lules modulat 

perla poli(ADP- ribosilació) , tal com s'ha demostrat a d'altres sistemes . 

Hem determinat que la Hl i HMG 1,2 i 17 són les principals acceptado

res de l'AOP- ribosa . Jaque la Hl intervé en la superestructura de la 

cromatina, la poli(ADP- ribosilació) d ' aquesta px·oteina podría suposar la 

neutralització del seu paper (Jump et al ., 1979). S'ha postulat que les 

HM:3 1 i 2 efectúen algun paper relacionat amb el seu tipus d ' interacció 

amb l'AON, facilitant la relaxació de la cromatina. L'AOP- ribosilació 

d ' aquestes proteines podria suposar un augment de la seva acció desesta 

bilitzant. 
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