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Abstract

THE SPERMIOGENESIS AS A MODEL OF CELL DIFFERENTIATIO .
Proteolitic activity of acrosomal extracts of rooster
spermatozoa.

Spermatids, trough an extraordinary process of meta-
morphosis called spermiogenesis, develop into a highly spe-
cialized motile vector for transportation of genetic infor-
mation: the spermatozoa. The acrosome formation is one of
the essential fenomena ocurring during spermiogenesis.Besi-
des the interest of the study of acrosomal proteases as a
model to investigate gene expression during the differentia
tion process, we have studied the proteolytic activity of
acrosomal extracts has been detected on acetic acid/triton/
urea gels and the effectiveness of benzamidine as an inhibi
tor has been demonstrated. Acid and basic acrosomal extrac-
ts showed different electrophoretic patterns of proteolytic
activity corresponding essentially to high or low molecular
weigh components respectively.

Introduccid

A les espermatides primitives no es produeixen divi-

sions cel.lulars i s'inicia el procés de diferenciacid i

maduracié (espermiogdnesi) que conduird a la formacid dels




158

espermatozoides, cél.lules altament especialitzades per
vehiculitzar el missatge gendtic. A la majoria d'espécies
un fet caracter{stic d'aquest procés es la formacid de
l'acrosoma, estructura citoplasmdtica molt elaborada que
persisteix fins al final de l'espermiogénesi, després de
1'alliberacidé dels restes citoplasmatics o cossos residuals.
L'acrosoma es troba adossat al nucli formant part del cap
dels espermatozoides.

Mitjangant tdcniques de tincié amb PAS i de microsco-
pia electrdnica es descriuen diverses fases en la formaciod
de l'acrosoma, fases que s'utilitzan com a criteri per la
clasificacid dels diferents estadis de l'espermiogénesi.

Inicialment a l'espermatida primitiva, cél.lula de
petit tamany i nucli esféric, s'hi observa situat al costat
mateix del nucli un aparell de Golgi amb ves{cules i gra-
nuls PAS intensament positius. Aquestes ves{cules i granuls
anomenats proacrosomics es fusionen donan lloc a una sola
ves{icula, la ves{cula acrosdmica, formada per un granul
dnic. La ves{cula acrosdmica augmenta el seu volum i contin
gut a mida que avanga la diferenciacidé fins a situar-se
sobre el terc anterior del nucli de l'espermatida adoptant
una forma hemiesférica (semblant a una caputxa). Al mateix
temps, l'aparell de Golgi en aquest estadi migra cap a
l'extrem oposat de la cél.,lula. A la fase segiient, acompler
ta la formacid de l'acrosoma, s'observa que ei nucli gradual
ment adquireix la morfologia tipica de cada espécie i a la

vegada la cromatina es condensa en granuls irregulars que

es fusionen fins a formar una massa homogeneament densa
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(Courot et al., 1976).

Pel que fa al contingut de l'acrosoma, estudis que
han utilitzat técniques histoquimiques indiquen, com es
descriu més endavant, que estaria format per glicoproteines
i glicol{pids amb una dotacid enzimadtica variable a 11afg
de l'espermiogénesi.

La membrana nucleal observada per microscopia electrd
n:ca presenta caracteristiques diferencials d'un estadi a
l1'altre de l%espermiogdnesi. En els crustacis s'ha vist
que la distribucid dels poros nucleals es manté uniforma
fins a l'estadi de les espermatides primitives, en les
quals ja es comengan a observar diferdncies a la zona de la
membrana adjacent a l'aparell de Golgi que formara l'acrosp
ma. Contrariament a la resta de membrana que és de superfi-
cie rugosa, aquesta és llisa, presenta extensions i un
- ampli espai perinucleals, aix{ com una quantitat de poros
notablement superior (Arsenault, A.L. 1984). Una vegada
esta format l'acrosoma, els poros presentan diferent distri
bucid. Aquets fets sugereixen que el tridnsit de material
nucleal per la formacié de l'acrosoma (RNAm) seria 1l'expli

cacié de la localitzacid preferent dels poros nucleals.

Entre les glicoproteines de l'acrosoma ofereix un
interés especial pel seu paper fisioldgic el sistema proa-
crosina/acrosina. Aquest sistema proteolftic esta especial
ment estudiat en els mam{ifers. Els enzims que el consti=

tueixen estan descrits com a proteases seriniques amb espe-

cificitat de substracte tripsin-like i alta afinitat pels
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residus d'arginina. En general, formen el sistema, una proa-
crosina, precursor enzimatic inactiu, i varies formes d'acrg
sina, productes de la seva degradacid, majoritidriament,
actives, Per inmunofluorescéncia indirecta s'ha demostrat
que aquestes glicoproteines sén sintetitzades en iniciar-se
la formacidé de l'acrosoma a les espermatides primitives
(Mansouri et al., 1983).

La proacrosina a més d'esser activada per l'acrosina
i la tripsina té la capacitat d'autoactivar-se al passar a
PH neutra o per canvis estructurals de la membrana acrosd-
mica a la que es creu estaria unida. Una vegada s'ha format,
acrosina en el medi, es produeix una reaccié en cadena, per
la qual el procés s'autopotdncia seguint una corba d'activg
cio sigmoidea i donant lloc a les diferents formes d'acrosi
na actives (Kennedy et al., 1981). En les diverses espécies
s'ha estudiat l'afecte sobre la seva activitat proteolitica
de tractaments térmics, aix{ com d'agents reductors i desna
turalitzans. Els resultats, en general, indiquen una marca-
da resistdncia a tots ells. Son actives en un ampli marge
de temperatura, fins i tot estd descrit un cas en que
incuban a 101°C durant 20 minuts l'enzim segueix actiu en
un 40% (Polakoski et al., 1977). Per altre banda, les con-
centracions utilitzades normalment de poercaptoetanol i
ditiotreitol (DTT) no l'inactiven totalment, aix{ també
l'urea l'inhibeix pero de forma reversible (Mukerji, S.K
1984).

Fl sistema €s inhibit al 100% i irreversiblement pel

inhibidor de les serin-proteases Diisopropilfluorofosfat
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(DFP) pero aquest gairebé no s'utilitza degut a la seva
elevada toxicitat i es fan servir d'altres inhibidors que
son reversibles, fonamentalment la Benzamidina que actua
per un mecanisme d'inhibicid competitiva.

En definitiva, la formacidé de l'acrosoma i l'existén-
cia de la proacrosina/acrosina junt al nucli des de l'inici
de la diferenciacid, constitueix quelcom a tenir molt en
compte a l'hora d'abordar l'estudi de les proteines nucleals
durant l'espermiogénesi. Per aquest motiu nosaltres ens
proposarem de fer una caracteritzacid electrofordtica pre-
via de les proteases acrosdmiques i detectar la preséncia

d'activitat proteol{tica en els extractes,

Materials i M&todes

Galls "Hubbard White Mountain" de 25=30 setmanes
d'edat foren utilitzats en aquestes investigacions.

A partir d'espermatozoides del conducte deferent
rentats amb sacarosa 0,25 M i en preséncia de benzamidina
5 mM s'han obtingut extractes acids amb acid acdtic al 2%
més tres cicles de congelacid/descongelacié. Es practica
electroforesis en gels laminars de trité/acétic/urea. Els
gels foren tenyits uns amb Coomassie Blue i d'altres amb
BANA/Fast Garnet per la detecci6 d'activitat proteol{tica
en el gel (Mukerji et al., 1979).

Per altre banda, igualment a partir d'espermatozoides

del conducte deferent rentats en un medi isotdnic i en pre-

sdncia de benzamidina 5 mM es va obtenir un extracte basic
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amb tampé 25 mM Tris pH 8.0 i 0,1 M clorur calcic. Després,
l'extracte es va dialitzar dues vegades, la primera en front
de Tris 25 mM pH 8.0 i benzamidina 5 mM per treura el calci
que podria interferir en l'electroforesi i l'altre en front
d'acid acdtic al 2% per treura la benzamidina que interferi
ria en el moment de detectar l'activitat proteolitica en el
gel. Aquest extracte es va sotmetra a les mateixes condi=
cions d'electroforesi que l'extracte acid en gels de tritd/
acdtic/urea. I a continuacidé també es varen tenyir uns amb
Coomassie Blue i els altres amb BANA/Fast Garnet.

Ademés es practica electroforesis bidimensionals dels

extractes acid i basic,

Resultats

Nosaltres ja habiam detectat activitat proteolitica
sobre gels desnaturalitzans de tritd/urea corresponents al
extracte d'espermatozoides en acid acdtic al 2% i de forma
reproduible obtenim un patrd de bandes amb activitat proteo
1{tica format per una banda majoritaria de poca mobilitat
electroforética (Rf:o,ous) i dues de més mobilitat (RF 0,14
i 0,20) menys intenses.

En canvi, practican la mateixa reaccid sobre el gel
corresponent al extracte basic, la banda majoritaria d'actji
vitat proteol{tica resulta ser la de més mobilitat electro-
forética (RT:O,ZO). En aquest cas, tret d'una banda tenue

de Rf aproximadament 0,18 no es detectan bandes de menys

mobilitat amb activitat proteolitica.
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Practicada la segona dimensid en gels d'SDS al 18% en
l'extracte acid la banda amb activitat proteol{tica majori-
taria i poca mobilitat electroforética amb SDS migra donant
diversos components en un rang de pes molecular entre 90.000
i 40,000 aproximadament. L'altre banda amb una R=0,14 en
els gels de trité, en SDS ddéna un p.m. aprox. de 40,000, i
la de R§10,20 migra amb un p.m. de 20,000 aproximadament.
De 1l'extracte basic la banda amb activitat proteolitica
majoritaria de RZ 0,20 en els gels de trité/urea, en SDS

£
déna una taca més intensa a nivell de 20,000 aprox.
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Discussid

Donat que, en aquest cas, resulta possible detectar
activitat proteolitica després de l'electroforesi en gels
de tritd/urea hem continuat amb la caracteritzacid electro
forética en aquest gels de les activitats proteolitiques
presents a un extracte acid i un altre basic d'espermatozoi
des. El motiu de fer aquets dos tipus d'extraccid és el
d'obtenir acrosina activa, donc a les aus esta descrit

(Brown et al., 1976) que a diferéncia dels mamifers 1l'acro-

sina només s'extrauria activa a pH basic en preséncia de
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cations divalents, mentre que la proacrosina s'extrau a
PH acid i s'autoactiva al passar a pH neutra. Si bé es
descriu que l'acrosina de gall estaria inhibida a 2.7,
aquesta inhibicid €s reversible.

Es d'assanyalar que els dos tipus d'extractes amb
gels de trité/urea, per tincid amb Coomassie Blue, donen
patrons molt semblants, pero segons l'extracte sigui acid
o basic el patrd de bandes d'activitat proteol{tica és
diferent. Aixd podria interpretar-se com que en condicions
acides s'extrau majoritariament Proacrosina, que tindria
poca mobilitat electroforética en gels de tritd/urea i
que s'autoactivaria al assajar l'activitat proteolitica
sobre el gel a pH basic., Mentre que al extraura a pH 8.0 i
en preséncia de calci podria haver=hi una conversid gairebé
total de proacrosina a acrosina i ser aquesta la que detec-
tem amb més mobilitat electroforética en els gels de tritd/
urea i en l'assaig d'activitat proteolitica damunt del
gel.

Les bandes que es detectan d'intensitat variable entre
la de poca i la de més mobilitat electroforética podrian
esser formes intermitjes d'acrosina poc estables.

Una aproximacid al pes molecular de les bandes amb
activitat proteasa s'ha obtingut per electroforesis bidimen
sionals. El patrd és també semblant en un extracte i l'altre,
només que clarament en la del extracte acid predominan les

taques d'alt pes molecular i en el basic predomina la de

pes molecular aproximat 20,000,
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