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Metilacid de 1°ADN i diferenciacibd cel.lular.Quantificacid de

la S-Adenosilmetionina (SAM), S-Adenosilhomocisteina (SAH) i

Metiltioadenosina (MTA) durant 1°espermatogénesi del pall.

N.Rocamora i C.Mezquita

Laboratori de Fisiologia del Nucli Cel.lular
Departament de Fiesiologia i Bioquimica
Fac.Medicina Uni¥.Barcelona Av.Diagonal s/n
08028 Barcelona

To study whether changes in methylation of DNA were related to
the structural and functional changes that chromatin undergoes
during spermatogenesis we have previously determined the 5= methyl
cytosine content of DNA purified from chicken testis cells at
different stages of differentiation. The DNA of meiotic and
premeiotic cells appears hypomethylated containing 30% less me-
thyl cytosines than the DNA obtained from premeiotic and somatic
cells (1). S-Adenosylmethionina (SAM) is involved in two essen—
tial processes: transmethylation and polyamine biosynthesis.
Both are important during the differentiation of the germinal
cell line and could be mutually related in the sense that both
reactions use a common precursor and because polyamines, whose
synthesis increases during spermatogenesis (2), could inhibit
DNA methylase activity. Since all the putative involvements of
these enzymatic activities require the measurement of SAM and
S-Adenosylhomocysteine (SAH) wehave determined these metabolites
in rooster testis cells and liver by HPLC. We have also deter-
nined the content of Methylthioadenosine (MTA) as a parameter of
polyamine biosynthesis. The content of SAM, expressed in
nmol/mgDNA, was 29,152 0,95 for mature testis, 9,3% 0,6 for
immature testis and 52%* 1,73 for liver. The content of SAH was
3,270,809 ;, 2,0£0,3 &and 20,0 1.2 respectively. The content
of MTA was 1,0* 0,1, (mature testis) not detectable (immature
testis) and 0,75% 0,1 (liver). No apreciable amounts of SAM,
SAH and MTA were detected in spermatozoa.

Introduccié

La diferenciacid cel.lular és el resultat d'una activitat gé-
nica difetrencial que va especialitzant la cél.lula embrionarisa
"totipotent" cap a un estat de "determinacid" i posterior "di-
ferenciacié" que es caracteritza per un patrd proteic tipic.
El control de la diferenciacid s'exerceix directament sobre la
molécula de 1'ADN.

La informacidé continguda en aquesta molécula no és unicament la

sequéncia covalent de les quatre bases sino que;




144

- L'estructura tercidria de la molécula és també informa-
tiva ja que influeix en l'accessibilitat de determinades
sequéncies i també pot tenir més o menys afinitat per
determinades proteines.

- L'existéncia de seqliéncies transponibles introdueix tam-
bé un nou factor de regulacid ja que agquestes en funcid
del lloc a on es troben poden, per exemple activar o no
un grup de gens.

- La metilacid de 1'ADN,ademés de poder controlar els meca-
nismes esmentats anteriorment és un altre possible factor

de regulacidé que analitzarem amb més profunditat.

La metilacié de 1'ADN és una modificacid covalent post-replica-
tiva, regulada enzimédticament, que introdueix un grup -CHB en
el carboni 5 de les citosines, quedant aquest grup exposat en
el solc ample de la doble hélix.

Les deC es troben en un 90% en el dinucledtid CpG.

Els pratons de metilacidé sén caracteristics per cada tipus
cel.lular i es mantenen a causa de les anomenades metilases

"de cOpia" que introdueixen un grup metil a la nova cadena re-
centment sintetitzada de forma simétrica al patrd preexistent en
la cadena paterna.

Quand s'inicia un patrd la metilasa "de novo" necessita un reco-
neixement de sequéncia altament especific per no metilar totes
les citosines.

Per altra banda ja que la major part de les cel.lules sembla que
no tenen desmetilases la pérdua de metilacid es donara per di-
lucié deguda a la manca d'activitat metilasa.

Tanbé per a la desmetilacib podria ésser important l'especifitat

de sequéncia per 1l'unid d'inhibidors a llocs especifics, actuant
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llavors la metilasa sobre el reste de sequéencies no bloqueixades

La metilacid s'ha correlacionat principalment amb l'activitat
de transcripcid, trobant-se generalment una correlacid positiva
entre: hipometilacié i transeripcid (3,4) encara que aquesta no

’ . s F .
eés una situacio uriverssal.

En models de diferenciacidé cel.lular s'ha vist que inhibint la
metilacid de les cel.lules "totipotents" mitjangant 5-Azaciti-
dina (analeg de la citinina que inhibeix 1l'activitat metil-trans-
ferasa) s'indueix la diferenciacié d'aquestes (5).

Durant l'espermatogénesi podem considerar que existeixen dues
classes d'ADN que actuen de forma diferent respecte a la meti-
lacidé (6). Un grup de gens que sdn actius en cél.lules somi-
tiques i que es troben altament metilats en els espermatozoides,
aquests gens s'activarien posteriorment per dilucid de la metila-
cié. Un altre grup de seqiiéncies que inclouen DNA altament re-
petitiu i determinats genomes vIrics integrats que arriben al
cigot de forma desmetilada i es metilen durant el desenvolupa-
ment™ (7).

Les sequeéncies hipometilades de la linia germinal poden tenir
alguna funcid durant l'espermatogénesi i estar inactives a les

cél.lules somdtiques.

La‘hipometilacié de 1'ADN trobat durant 1l'espermatogénesi del
gall (1) indica una caiguda de l'activitat metilasa. Ja que la
metilasa és un enzim limitant la caiguda d'activitat es podra
explicar per una disminucidé de la quantitat d'enzim (8). D'al-
tra banda el balang SAM (sustracte)/SAH (producte i inhibidor

de les transmetilacions)s'ha postulat com a factor regulador de

l'activitat de l'enzim (9).
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La SAM actua de sustracte, tant en les transmetilacions cop en
la sintesi de poliamines (Fig.1). A més a més ambdds processos
podrien estar relacionats, ja no finicament pel sustracte comf
(SAM) sind perque les poliamines s'ha comprobat que "in vitron
poden inhibir l'activitat metilasa d'ADN (10).

Per 1'estudi de les activitats enzimatiques de metilacid de
1'ADN és important quantificarels nivells de SAM, SAH i MTA al
teixit germinal durant el procés de diferenciacid i comparar
aquest nivell amb els d'un teixit somatic, el fetge.

D'altra banda la quantificacid de la MTA pot ésser indicativa

de l'activitat de sfntesi de poliamines.
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Fig. 1.- Vies metabdliques relacionades amb la SAM

i els seus metabdlits sulfurats.
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Metodologia.

L'obtencié dels metabdlits s'ha fet, a partir de teixit fresc
0 inmediatament congelat en N, liquid, mitjanteant extraccid
directa amb &cid sulfosalicilic al 5% p/v (11). També s'han
extret metabolits de suspensions cél.lulars obtingudes en pre-
sencia (+) o abséncia (~) de adenosina (inhibidor de la SAH
hidrolasa) i també a partir de les fraccions cel.lulars,
(indicatives de les diferents fases de l'espermatogénesi) ob-
tingudes per elutriacis.

L'andlisi de l'extracte s'ha fet nitjangant HPLC. La columna
utilitzada ha estat una RP-18 (particula esférica de o) 1 Te
separaci6é dels metabdlits s'ha aconseguit a una temperatura de
45920 °1 un“flax“de 1 ml/min. Els solvents d'elucid han estat

A) KH2PO4 50 mM, acid heptansulfdnic 5 mM PH = 3.2 i B) metanol

Fig.2.- Cromatograma de 1la (oo ;/
separacié dels patrons ; s s %
SAM (1nM) , SAH (0.25nM) | iy

,/f laz::
il MTA (0.25). OF MeOH g * )

254nm

wTA
10.25am)

El pic que s'obseva als 3
minuts és degut a 1'acid

sulfusalicilic. ‘ _JK__ A
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Resultats.

La quantitat obtinguda de cada metabdlit s'ha calculat en re-

feréncia a cada un dels tres patrons (SAM, SAH i MTA).

Els resultats es donen en forma de nM de cada un dels metabd-
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lits per mgr. d'ADN (Taula I i Fig 3).

SAM SAH T e

T™ 20.2%.1.0 3.6% 0.1 |2 e85 | 10500
TI 9.3% 0.6 2.0%0.2 4.6 |

F 5% .2 o3.0 0TI A N 2.6 | 0.75%0.1

e — = Letnesl, T

- BFL) 11.4% 0.2 1.8%0.1 @alait e e
CT(-) 8.9= 0.5 05525 051 | 17.8 ! —

Taula I.- Resultats obtinguts en teixits : Testicle madur (TM)
Testicle immatur (TI), Fetge (F) aixi com en esperma-
tozoides (E) i en suspensions cel.lulars totals (CT)

preparades en preséncia (+) o abséncia (-) de adenosina.

= - Fig.3.- Variacions dels nivell
9~ Lo.9 de SAM i SAH durant 1'esperne-
&5 ©-8  togénesi.
74 L0.7 Z
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6 -0.
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Discussid.

La hipometilacié de 1'ADN (1), indicativa d'una disminucid de
l'activitat DNA metiltransferasa, junt amb l'increment en la
biosintesi de poliamines durant l'espermiogénesi (2) podrien re-

flexar-se en els nivells i proporcions relatives de SAM,SAH i MTA
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existens en el teixit testicular en relacid als detectats en

un teixit somatic.

Els resultats obtinguts per HPLC en teixits frescos o rapida-
ment congelats i extrets directament indiquen que els nivells
absoluts de SAM iSAH en teixit testicular es troben disminuits
respecte al teixit hepatic, el que podria sugerir l'existéncia
d'una menor activitat transmetilant en la linia germinal. El
fet de que la relacié SAM/SAH sigui superior en el testicle ma-
dur que en el immatur i sobre tot en relacid al fetge indicaria
d'una banda l'existdncia d'un menor flux: SAM—sSAH i en conse-
qléncia menys activitat de transmetilacidé en el testicle madur
D'altra banda la relacié SAM/SAH indica que la disminucid en
l'activitat metiltransferasa no seris deguda a l'excés de SAH
siné que podria justificar-se bé per una disminucié de la quanti-

tat d'enzim (8) o per la preséncia d'altres inhibidors (10,12).

Els resultats obtinguts a partir de suspensions cel.lulafs,tant
per cel.lules totals (CT) (Taulal) com per cél.lules separades
per elutriacid (Fig.3) mostren nivells molt baixos de SAM iSAH

i pricticament no detectables de MTA, en relacid als nivells
endogens (els trobats en extractes de teixit). Aquests resultat
és indicatiu de la inestabilitat d'aquests metabdlits, el que fa

dificil de mesurar l'activitat metiltransferasa "in vivo"

El que ens proposem fer inmediatament és estudiar l'activitat
metiltransferasa d'extractes testiculars,en relacidé a la d'ex-

tractes hepdtics sobre un ADN exdgen hemimetilat.
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