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Abstract

TOPOISOMERASE ACTIVITY DURING ROOSTER SPERMATOGENESIS.

The topological state of ONA affects its replication, recombination, tren!
cription and nucleosome assembly. ONA topoisomerases ere enzymes that cha�
ge the DNA linking number by a coupled DNA breaking and sealing mechanism.
These enzymes have been purified from a large number of procariotes, euca

riotes and viruses. To investigate if topoisomerases may be involved in
the structural and functional changes that chromatin undergoes during spe!
matogenesis, we are surveying topoisomerase activities at different stages
of rooster spermatogenesis. We have detected topoisomerase activity in ex-

-

tracts obtained from meiotic and premeiotic cells, round spermatids and

elongated spermatids. The presence of topoisomerase activity in genetica
lly inactive late spermatids suggests that these enzymes could be impor -

tant in the structural changes that chromatin undergoes during the nucleo
histone nucleoprotamine transition at the end of the spermiogenesis.

Cuando se propuso la estructura en boble hêlice del DNA y pos

teriormente el modelo de replicación semiconservativa, si bien quedaron cl�
ras sus�plicaciones en los procesos de transferencia de la información g!

nética,resultaba dificil entender cómo podía desnaturalizarse una doble hé

lice de enorme longitud sin crear un superenrollamiento y un gran estrês

torsional. Más tarde, en la dêcada de los 50, el descubrimiento de peque -

ños ONA circulares en plásmidos y fagos, y de la organización del DNA en

loops, tanto en los genomas de los procariotas como de los eucariotas,

obligó a pensar que habría algún mecanismo que controlara la torsi6n del

DNA cuando este se desnaturalizaba. La respuesta no llegó hasta la década



de los ?O con el descubrimiento de las topoisomerasas o "enzimas relajado

res". En 19?1 se ais16 la primera topoisomerasa tipo I (prot. w de E. coli),
cinco años despu�s la primera topoisomerasa tipo II (Gyrasa de E. coli) y

desde entonces hasta la actualidad se han venido encontrando estos enzimas

en todos los procariotas y eucariotas, e incluso en virus. ( rev.1-2-3-4-5).
Las topoisomerasas son enzimas que actuan modificando el número

de enlace del DNA (?) (número de veces que se cruzan las dos cadenas en el

espacio). Las topoisomerasas tipo I actuan produciendo roturas transitorias

de una de las cadenas del DNA, modifican el número de enlace de uno en uno

y no consumen ATP. Las topoisomerasas tipo II actuan rompiendo simultánea

mente las dos cadenas del DNA modificando el número de enlace de dos en dos

y requieren ATP y Mg� Les topoisomerasas pueden relajar un ONA superenroll!
do tanto hecia la derecha como hacia la izquierda, aunque las procarióticas
lo hacen sólo en el segundo caso. Las topoisomerasas tipo II aparte de su

acción relajante en ambos sentidos pueden tambi�n encadener o anudar y des

encadenar o desanudar los DNA circulares, y crear superenrollamiento del

DNA hacia la izquierda facilitando asi la apertura de las dos cadenas.

En los últimos cinco años se han ampliado extraordinariamente

las perspectivas de las impliacciones funcionales de las topoisomerasas, r!
lacionándose con todo tipo de actividades gen�ticas. Principalmente en los

procariotes se ha demostrado que estos enzimas están involucrados en los

procesos de replicación, transcripción, reparación y recombinación (rev -6-).
Algunos antibióticos actuan bloqueando las topoisomerasas. En los virus se

han implicado en los procesos de replicación, integraci6n genómica, empa -

quetamiento y encapsidación. En los eucariotas los estudios funcionales pr!
sentan una mayor dificultad, se han relacionado sin embargo con la replica

ción, transcripción, recombinación y reparación (11), ensamblaje nucleosó

mico (8-9), condensación y segregación cromosómica (ID). Las transiciones

a nuevas formas conformacionales del DNA como son el ONA-Z o las cruces p�
lindrómicas pueden tambi�n estar moduladas por las topoisomerasas.

Hoy se acepta que la información y expresión gen�tica no descan

sa pasivamente en un código de secuencia de bases, sino que la topologia en

un momento dado de un determinado dominio del DNA puede ser decisiva para

el inicio de un proceso de proliferación o diferenciación celular, o de ac

tivación o inactivación g�nica por ejemplo. Las topoisomerasBs al modular
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especificamente esta topologia pasan a ser enzimas clave para la regulación

de tales procesos.

Muy poco se sabe todavia de como pueden estar reguladas las to

poisomerasas. En procariotas parece que existe un control homeostático a

travês de la topologia de sus propios genes. En eucariotas se ha visto que

son susceptibles de ADP-ribosilación (12) y fosforilación (13). Se han pro

puesto como dianas de algunos factores de crecimiento celular (14-15) y ta�

biên se ha visto que algunos agentes citostáticos (15-l?) actuan sobre es

tos enzimas.

Actualmente el estudio funcional de las topoisomerasas ofrece

el máximo interês y es de preveer que a medida que avancen los estudios,

se demostrar� que su implicación en los procesos genêticos de la cêlula es

todavia m�s profunda.

La espermatogênesis es un modelo de diferenciación en el que

concurren diversos y drásticos cambios en la función y estructura de la

cromatina: replicación y cese de la misma, recombinación meiótica, trans

cripción y cese de la misma, reparación, desensamblaje nucleosómico y pos

terior empaquetamiento del DNA con la protamina. Resulta pues ideal para

estudiar como la actividad topoisomerásica puede estar involucrada en es

tos cambios de la topologia del genoma.

La actividad topoisomerasa, ensayada por la capacidad de un

extracto de relajar un DNA superhelicoidal, ha sido determinada en suspen

siones celulares correspondientes a estadios sucesivos de la espermatogên�

sis del gallo, obtenidos por el sistema de centrifugación contra flujo

(elutriación).

) .

Separación celular: Las cêlulas testiculares de gallo fueron preparadas y

separadas por el mêtodo de centrifu93ción contra flujo (elutriación) tal

como hemos descrito anteriormente (19). Se obtuvieron las siguientes frac

ciones celulares: .- espermátidas alargadas ( 9o}.), .- espermátidas redon

das ( 8�), .- cêl. mei6ticas y premeióticas ( ?�). Tambiên se obtuvieron

espermatozoides de los conductos deferentes (pureza 1001.).
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Obtención de extractos con actividad enzimática (18) cada fracción cel-

lular ( 108 cêl. aprox. ) fue lavada con POaH2k D,Ol � pH 7.5, NaCl 0,15 M

Y despuês de resuspenderla en 4 mI de POaH2k 5 mM pH 7.5, MgCI2 5 mM, PMSF

1 mM, 2 mercaptoetano1 1 mM, OlT I mM fue homogeneizada suavemente. El gra

do de disrrupción celular fue controlado por microscopía de contraste de

fases. Los nucleos fueron recogidos centrifugando a 2000� 10 min., lava

dos con P04H2k 5 mM ph ?5, PMSF 1 mM y OTT 1 mM, resuspendidos en 4 mI de

este mismo tampón pero con EDTA 4 mM y extraidos con un volumen igual de

NaCl 2 M, Tris 50 mM pH 7.5, 2 mercaptoetanol 10 mM Y PMSF 1 mM. El DNA del

extracto fue precipitado añadiendo qradualmente un volumen de polietilen -

glicol al 18 �, NaCl.l M Y sediment�ndolo a l2000Kg, 30 min. El �obrena

dante una vez dializado frente a POaH2k 30 mM pH 7.5, 2 mercaptoetanol lOmM,

EDTA 1 mM, PMSF 1 mM Y glicerol al 25 � fue guardado en alicuotas a -20Q y

utilizado para los ensayos enzimáticos. Todos los pasos se realizaron a aQc.

En algunos casos se utilizaron extractos crudos obtenidos por la simple ho

mogeinización de las cêlulas con Tris 20 mM pH ?5, PMSF 1 mM y OTT 1 mM.

Condiciones de los ensayos: La actividad topoisomerasa fue ensayada por la

relajación de un plásmido superhelicoidal (PBR322 forma I). Cada medio de

reacción (15 �l) conteniendo: PBR322 0,3 pg, Tris 50 mM pH ?5, KCl 120 mM,

MgC12 10 mM, OTT 1 mM Y BSA 25 ug/ml fue incubado a 30Q durante 20 min. con

4 �l de cada extracto enzimático. Se hicieron ensayos con y sin ATP 1 mM,

con y �in EDTA 1 mM Y con diversas concentraciones de espermidina (O, 0.5

y 3 mM). las ,reacciones se detuvieron añadiêndoles 4 �l de SOS 5 �, EDTA

50 mM, glicerol 50 � y azul de bromofenol al 0,1 �. los distintos topoisó

meros fueron resueltos por electroforesis en un gel de agarosa 1 1 (tampón

TBE) que una vez teñido con bromuro de etidio fue fotografiado bajo luz

ultravioleta.

El pl�smido PBR322 se obtuvo de E.coli por lisis alcalina.

Resultados y discusión

la actividad topoisomerasa, determinada por la relajación de un

plásmido superhelicoidal mediante la modificación paulatina del número de

enlace, ha sido detectada en los extractos de células mei6tocas y premeió-
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ticas,;espermátidas redondas y espermdtidas alargadas. En los espermatozoi

des no se ha detectado actividad en las mismas condiciones de ensayo. Los

experimentos realizados hasta el momento permiten establecer las siguientes

conclusiones, principalmente metodológicas:

1 .- los ensayos realizados con extractos crudos pierden su actividad al

ser congelados, posiblemente tanto por la activación de proteasas que des

truyen al enzima como por la activación de nucleasas que provocan escisio

nes (nicks) en el DNA.

e

1

C.

2.,- los extractos preparados a partir de n6cleos, congelados a -202, con

servan su actividad si bien paradójicamente hay que diluirlos varias veces

para que el eDzima muestre su actividad. Este efecto del extracto, ya ob

servado por otros autores,parece ser debido a la interferencia que produci

rían las nucleasas a inhibidores específicos del enzima.

3 .- los ensayos realizados con y sin ATP, EDTA a espermidina con el fin de

diferenciar las actividades topoisomerasa I y II, no permiten diferenciar

tales actividades enzimdticas. Una topoisomerasa I mayoritaria puede enmas

carar a la topoisomerasa II. Mediante mêtodos cromatogr�ficos y el uso de

inhibidores y ensayos éspecíficos será posible cuantificar diferencLalmente

las actividades I y II a lo largo de la espermatogênesis.

4 .- la presencia de actividad topoisomerasa en cêlulas genéticamente inac

tivas en replicación y transcripción como santas espermdtidas alargadas,

sugiere que esta actividad puede ser imoortaDte en los cambios estructura

les de la cromatina durante la transición nucleohistona nucleoprotamina

I,

que acontece al final de la espermiogênesis.
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