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1.

Abstract

THE SPERMIOGENESIS AS A MODEL OF CELL DIFFERENTIATION;

Proteolitic activity of acrosomal extracts of rooster

spe�atozoa:

Spermatids, trough an extraordinary process of meta

morphosis called spermiogenesis, develop into a highly spe
cialized motile vector for transportation of genetic infor
mations 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 inhib!
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;

IntroducciÓ

A les espermAtides primitives no es produeixen divi

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

maduraciÓ (espermiogènesi) que conduirá a la formació dels
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espermatozoides, cè1.1ules a1tament especialitzades per

vehiculitzar el missatge gen�tic. A la majoria d'espècies

un �et característic d'aquest procès es la �ormació de

l'acrosoma, estructura citoplasmàtica molt elaborada que

persisteix �ins al �inal de l'espermiogènesi, desp�s de

l'alliberació dels restes citoplasmàtics o cossos residuals�

L'acrosoma es troba adossat al nucli �or.mant part del cap

dels espermatozoides;

Mitjançant tècniques de tinció amb PAS i de microsco

pia electr�nica es descriuen diverses �ases en la formació

de l'acrosoma, �ases que s'utilitzan com a criteri per la

clasi�icació dels di�erents estadis de l'espermiogènesi�

Inicialment a l'espermàtida primitiva, cèl.lula de

petit tamany i nucli es�éric, s'hi observa situat al costat

mateix del nucli un aparell de Golgi amb vesícules i grà

nuls PAS intensament positius. Aquestes vesícules i grànuls

anomenats proacrosòmics es fusionen donan lloc a una sola

vesícula, la vesícula acroslmica, formada per un grànul

únic. La vesícula acrosòmica augmenta el seu volum i conti�

gut a mida que avança la diferenciació fins a situar-se

sobre el terç anterior del nucli de l'espermàtida adoptant

una �orma hemiesfèrica (semblant a una caputxa). Al mateix

temps, l'aparell de Golgi en aquest estadi migra cap a

l'extrem oposat de la cèl�lula. A la fase següent, acompleL

ta la formació de l'acrosoma, s'observa que el nucli gradua!

ment adquireix la mor�ologia típica de cada espècie i a la

vegada la cromatina es condensa en grànuls irregulars que

es fusionen fins a formar una massa homogeneament densa
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(Courot et a1., 1976);
Pe1 que �a a1 contingut de 1'acrosoma, estudis que

han uti1itzat tècniques histoquÍmiques indiquen, com es

,
descriu mes endavant, que estaria �ormat per g1icoproteines

i g1ico1ípids amb una dotació enzimàtica variab1e a 11arg

de 1'espermiogènesi;

La membrana nuc1ea1 observada per microscopia e1ectr�

n�ca presenta característiques di�erencia1s d'un estadi a

1'a1tre de 1tespermiogènesi. En e1s crustacis s'ha vist

que 1a distribució de1s poros nuc1ea1s es mant� uni�orma

�ins a 1'estadi de 1es espermàtides primitives, en 1es

qua1s ja es començan a observar diferències a 1a zona de 1a

membrana adjacent a 1'apare11 de Go1gi que �ormará 1'acros�

ma. Contrariament a 1a resta de membrana que és de super�i-
,

cie rugosa, aquesta es 11isa, presenta extensions i un

amp1i espai perinuc1ea1s, així com una quantitat de poros

notab1ement superior (Arsenau1t, A�L. 1984). Una vegada

está format 1'acrosoma, 81s poros presentan di�erent distr!

bució. Aquets �ets sugereixen que 81 trAnsit de materia1

nuc1ea1 per 1a �ormació de 1'acrosoma (RNAm) seria 1'exp1!

cació de 1a 1oca1ització pre�er.nt de1s poros nuc1ea1s.

Entre 1es g1icoprote!nes de 1'acrosoma o�ereix un

interès 8specia1 pe1 seu paper fisio1ògic e1 sistema proa

crosina/acrosina. Aquest sistema proteo1ític está especia!

ment estudiat en e1s mamí�ers. E1s enzims que e1 consti

tueixen estan descrits com a proteases seríniques amb espe-

ci�icitat de substracte tripsin-1�e i a1ta a�initat pe1s
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residus d'arginina. En general, �ormen el sistema, una proa

crosina, precursor enzimàtic inactiu, i varies formes d'acr�

sina, productes de la seva degradació, majorit�riament,

actives. Per inmuno�luoresc�ncia indirecta s'ha demostrat

que aquestes g�icoproternes són sintetitzades en iniciar-se

la formació de l'acrosoma a les espermàtides 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 acros�-

mica a la que es creu estaria unida. Una vegada s'ha �ormat.

acrosina en el medi, es produeix una reacció en cadena, per

la qual el procés s'autopot�ncia seguint una corba d'activ£

ció sigmoidea i donant lloc a les di�erents formes d'acrosi

na actives (Kennedy et al., 1981). En les diverses espècies

s'ha estudiat l'a�ecte sobre la seva activitat proteolítica

de tractaments t�rmics, així com d'agents reductors i desll£

turalitzans. E�s resultats, en general, indiquen una marca

da resist�ncia a tots ells. Són actives en un ampli marge

de temperatura, fins i tot está descrit un cas en que

incuban a 101°0 durant 20 minuts l'enzim segueix actiu en

un 40� (Polakoski et al., 1977). Per altre banda, les con-

centracions utilitzades normalment de rmercaptoetanol i

ditiotreitol (DTT) no l'inactiven totalment, a�í també

l'urea l'inhi.beix pero de �orma reversible (Mukerji, S�K

El sistema és inhibit a� 100� i irreversib�ement pel

inhibidor de les serín-proteases Dii80propil�luoro�os�at
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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'inhibici6 competitiva.

En definitiva, la formaci6 de l'acrosoma i 1'existèn

cia de la proacrosina/acrosina junt al nucli des de l'inici

de 1a diferenciaci6, constitueix quelcom a tenir molt en

compte a l'hora d'abordar l'estudi de les proteïnes nucleals

durant 1'espermiogènesi. Per aquest motiu nosaltres ens

proposarem de fer una caracteritzaci6 electro�or'tica pre

via de les proteases acrosòmiques i detectar la presència

d'activitat proteolítica en els extractes�

Materials i Mètòdes

Galls "Hubbard White Mountain" de 25-)0 setmanes

d'edat foren utilitzats en aquestes investigacions.

A partir d'espermatozoides del conducte deferent

rentats amb sacarosa 0,25 M i en presència de benzamidina

5 mM s'han obtingut extractes àcids amb àcid acètic al 2%

més tres cicles de congelaci6/descongelaci6. Es practic�

ele�troforesis en gels laminars de trit6/acètic/urea. Els

gels foren tenyits uns amb Coomassie Blue i d'altres amb

BAMA/Fast Garnet per la detecci6 d'activitat proteolítica

en el gel (Mukerji et al., 1979)�

Per altre banda, igualment a partir d'espermatozoides

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

sència de benzamidina 5 mM es va obtenir un extracte b�sic
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amb tampó 25 mM Tris pH 8.·0 i 0,1 M clorur càlcic. 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'àcid acètic al 2� per treura la benzamidina que interferi

ria en el moment de detectar l'activitat proteolítica en el

gel. Aquest extracte es va sotmetra a les mateixes condi

cions d'electroforesi que l'extracte àcid en gels de tritó/

ac�tic/urea. I a continuació també es varen tenyir uns amb

Coomassie Blue i els altres amb BANA/Fast Garnet;

Ademés es practicá electroforesis bidimenaionals dels

extractes àcid i bàsic:

Resultats

Nosaltres ja habiam detectat activitat proteolítica

sobre gels desnaturalitzans de tritó/urea corresponents al

extracte d'espermatozoides en àcid acètic al 2� i de forma

reprodulble obtenim un patró de bandes amb activitat prote�

lítica format per una banda majoritaria de poca mobilitat

electroforética (Rf�0.045) i dues de més mobilitat (R¡0,14
i 0,20) menys intenses.

En canvi, practican la mateixa reacció sobre el gel

corresponent al extracte bAsic, la banda majoritaria d'act1

vitat proteolítica resulta ser la de més mobilitat electro

forètica (R�0,20). En aquest cas, tret d'una banda tenue

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

mobilitat amb activitat proteolítica;



la de Ri 0,20 migra amb un p.m. de 20 �OOO aproximadament �

De l'extraote bàsic la banda amb activitat proteolítica

majoritaria de R¡0,20 en els gels de tritó/urea, en SOS

dóna una taca més intensa a nivell de 20�000 aprox.
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Practicada la segona dimensió en gels d'SDS al 18� en

l'extracte àcid la banda amb activitat proteolítica majori

taria i poca mobilitat electroforètica amb SOS migra donant

diversos components en un rang de pes molecular entre 90�OOO

i 40�000 aproximadament. L'altre banda amb una R�0,14 en

els gels de tritó, en SOS dóna un p.m. aprox. de 40.000, i

RepresentaciÓ esquemÁj I
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t> tica de les bandes en

S tritó/urea amb activitat

proteolítica de l'extrac

te àcid i la seva migrA

ció en un gel d'SDS al
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Discussió

Donat que, en aquest cas, resulta possible detectar

activitat proteolítica després de l'electro�oresi en gels

de tritó/urea hem continuat amb la caracteritzaciÓ electr£

�orética en aquest gels de les activitats proteolítiques

presents a un extracte àcid i un altre bàsic d'espermatozoi

des. El motiu de �er aquets dos tipus d'extracciÓ és el

d'obtenir acrosina activa, done a les aus está descrit

(Brown et al., 1976) que a di�erència dels mamí�ers l'acro-

sina només s'extrauria activa a pH bàsic en presència de



cations divalents, mentre que la proacrosina s'extrau a

pH àcid i s'autoactiva al passar a pH neutra. Si bé es

descriu que l'acrosina de gall estaria inhibida a 2.7,

aquesta inhibició és reversible.

Es d'assanyalar que els dos tipus d'extractes amb

gels de tritó/urea, per tinció amb Coomassie Blue, donen

patrons molt semblants, pero segons l'extracte sigui àcid

o bàsic el patró de bandes d'activitat proteolítica és

di£erent. Aixó podria interpretar-se com que en condicions

àcides s'extrau majoritariament proacrosina, que tindria

poca mobilitat electro£orética en gels de tritó/urea i

que s'autoactivaria al assajar l'activitat proteolítica
sobre el gel a pH bàsic. Mentre que al extraura a pH 8;0 i

en presència de calci podria haver-hi una conversió gairebé
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total de proacrosina a acrosina i ser aquesta la que detec-

, ,

'/tem amb mes mobilitat electro£oretica en els gels de trito

urea i en l'assaig d'activitat proteolítica 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 aproximaciÓ al pes molecular de les bandes amb

activitat proteasa s'ha obtingut per electro£oresis bidime�

sionals. El patró és també semblant en un extracte i l'altre,

només que clarament en la del extracte àcid predominan les

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

pes molecular aproximat 20.000;
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