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Abstract 

Topoisomerese activity at different staaes of rooster spermatogene­
sis. 

The topological state of DNA affects its replication , recom -
bination , t r anscription and nucleosome assembly . DNA topoisomerases 
are enzymes that change the ONA linking number by a c oupled DNA br~ 
aking and sealing mechanism. To investigate if topoisomerases may 
be invo lved in the str uctural and functional cha nges that c hrarnatin 
undergoes during s oer mat ogenesis, ~e have surveyed the t ype I topo­
isomerase activity at different stages of rooster soermatogenesis . 
A suspension of roostertestis cells was preparated by centrifugal ! 
lutrietion in several fractions : meiotic and premeiotic ce lls , r~ 
und spermatids , and elongated spermatids . Sparmatozoa were obtained 
from the vas deferens . Nuclear extracts from these cell fractions 
end from hepatocytes and erythrocytes were assayed far - r elaxation 
of supercoiled D~A . We have detectad the highest level of specific 
activity in nuclear extracts from meiotic and premeiatic cells . Oe­
creasing l evels have been detected in r ound and elangatedspermatid~ 
The high activity of meiotic cells could be related with genetic r e 
combination, and the presence of ONA topoisomerase I activity in g~ 
netically inactive elongated spermatids suggest that this enzyme e~ 
uld be important in the structural changes that chramat in undergoes 
during the nucleohistone nucleopratamine transi tion. 

Introducci6 

Les topoisomerases s6n enzims que tenen l a facultat d'inter -

convertir diferertts to¡::aiscrners del AON mitjantc;an un meca.n i sme ac.'.l­

plat de trencament i reparaci6 de les cadenas d ' AnN . Revisions am -

;Jli<es .-:!el tema són las d ··en Gallert ( 1'381) i d 'en Wang ( 1985) . 

Les t opoisomerases ti0us I actuen trancan una de les cadenes 

quedant unidas covalentment al seu extrem 3' f ins que la tornan a 

j untar amb l ' extrem 5 ~. Aix6 permet que nuguin modificar el número 
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d ' enlla~ del ADN i relaxinl'ADN superhelicoidal. Amb aquest meca -

nisme tambe pa~~pr oduir la t r ansferencia d ' una cadena entre dues mo 

lecules d'ADN diferents . L'enzim no requereix ATP ni d'altres cofac 

tors . 
Les toooisomerases tipus II actuen trencan a la vegada les 

dues cadenas del AON , mantenin~se unides covalentment als dos ex -

trems de la dople helix . Entretant i abans de tornar a reparar-los 

permete17que un altre dople helix pugui creuar al través de la pri 

mera . L'enzim pat aixi encadenar i desencadenar o anusar i desanu -

sar moléculas d'ADN , o també relaxar o induir superhelicitat a la 

dople helix . L ' enzim !'equereix ATP i ~4agnesi. La figura 1 represen­

ta la acci6 dels das tious d'enzims . 

Fig . 1 

Els papers in viva propossats perles topoisomerases tan di -

verssos cüm interesants: relaxament de la torsi6 originada a l'he 

lix d ' ADN durant la replicaci6 i trenscripci6, desencadenament de 

les moléculas d'ADN al final de la replicaci6 i recombinaci6, indu~ 

ció de suoerhelicitat per facilitar el ensamblatje o desensamblatje 

dels nucleosomes i l'inici de la ~eolicaci6 o trans crioció , repara­

ciá, recombinaci6 o transposici6 , i condensació o dascondensaci6 

cromos6mica . ( 1.Veisbrod , 1382) , ( Ryo ji i :.1/orce 1, 1984) , ( Z ehnbauer i 

Volgestein , 1985). 

Estudis sobre els mecanismes de regulaci6 de les topoisomera­

ses demcstren que la polie ~o0 - ribosilaci6) inhibeix específicament 

a la toool,i que ambdues enzims poden fosforilaPse per diferents 



quinases resultan activadas o inhibidas segons el cas. (Ferro 1 Oli 

vera, 1984) , (Tse-Oin , 1384) , (Ourban et al ,, 1983) , (Ackerman et 

al . , 1985) . 

Experiments in~unoquimics han permes localitzar a la topo I 

a nivell del nucleol i dels gens actius preferentment (~uller,19851 

, (Fleishman el al . , 1984) , i a la topo II forman part del esquelet 

dels cromosomas mitotics (Earnshaw et al., 1985). ~ nivell del ADN 

s'ha t r obat que la tooo I te gran afinitat per secuencies situadas 

a les regions de hipersensitivitat a la ONAsa I (9onven et al.,1~85) 

, i l a topo II amb secuencies de les reqions d'anclatje del AON a 

la matriu nuclear (Cockerill i Garrard , 1986) . 

Al llarg de l ' espermatog~nesi ten~n lloc cenvis molt notables 

de l ' estructura i funci6 de la cromatina. En els primers estadis té 

lloc la meiosi , amb une reorganitzaci6 i mportant de l'estructura de 

la cromatina i matriu nuclear , junt emb tots el events esoec!fics 

de la recombinación genica . O'aquí es progressa rapidament a la fo! 

maci6 d'una cél . lula haploide , la espermatida . A l ' esoermatida a la 

mayoria de les especies superiors s ' inicia ara el preces que deno -

minem•transició nuclihistona nucliprotamin;• i que finalitza amb el 

total emoa~uetament del AON a el nucli del esoer~atozoide, Aquesta 

transici6 coincid~ix amb un canvi morfológic molt ac3rent del nucli 

cel.lular . ~n el cas del gall sufreix una elongació amb gran re -

ducció del seu volum . 

Al inici de la tr3nsici6 n~clihistona nucliprotamina, coma 

consecuencia dels canvis de coMoosici6 de la crn~atina nrevia~ent 

descrits rer Mezquita (1~85) o també perla possible inducci6 acti­

va de super~elicitat per acci6 d'una topo II, la cro~atina , previa­

ment est~tica , asolir!a el estat ce cronatina dinamice. En aquest 

estat la orotamina podriá unirse al ADN desensamblant els nuc l eoso­

mes . Coma consecuencia del des?la~ament masiu cels nuclecsomss i 
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de la possible incducci6 activa de superhelicitat , l'AON presenta­

ría una elevadísima densitat suoerhe licoidal , que de no ser amplia­

ment r elaxada , per l'acci6 d'una topo I per exemple, sería suficient 

per indui~ la conforrnac!ó ~Z" e determinadas secuencies del AON . 

Aquets dominis de Z-ONA , estabili tzats per les poliamines , i próta- .- , 

mina presents a les éspermati9es, ;cenen· tendanéia.;a . ~regarse ho 

que facilitaría la condensaci6 de la nucleoprotamina (Mezquita,1985) 

o podrien servir coma r eservoris de superhelicitat negativa a de­

terminats locus del genoma. 

L'estudi de les activitats topoisomerasiques en aquest model 

esperem aclareixi en part com esdevenen aquets afers. En el present 

treba ll hem quantificat els nivells de topoisomerasa tipus I en 

fraccions cel . lulars representants del succesius estadis de l'esp:r 

ma togenesi del qall , comparant-los també amb els d'altres cél.lules 

somátiques. En els resultats observem alt nivells d 'enzim a les cél. 

lules meiótiques, així com la seva presencia a cél.lulas genetica -

ment in3ctives com són les esoermatides allargades, on t é lloc la 

transici6 nuclihistona nucliorotamina. 

Material i metodes 

Galls"Hubbard ~hite Mountain"de 25- 50 setmanes d ' edad foren 
utilitzats en aquets exoeriments . Tots els teix~s utilitzats ha han 
estat en frese. 

La preparació de suspensions cél.lulars i separació de l es 
c él . lules t Rst lculars pel s istema de"centrifugació centra fluxe" 
s'ha fet carn s'ha descr it previame nt (9oix i Roca , 1984) , obtenint­
se una fracci6 de cél . lulas mei6t iques i premeiótiques, una d'esper 
matid'?.s r odonRs i una d 'es 08rmatides allar qa·des . 
Obtenció de nuclis 

La prenaració de nuclis s ' ha fet sedi~ent3n sobre un cuxi de 
tarnp6 TK~- Sacarosa o . 8 M. cada f~acció cel . lular un c ap hcmogeneit­
zada amb embol de teflon en un medi TKM-.Sacar osa O. 2~ 'L - Tri tó O. c,L 
~n els ~xperiments fets amb espermatozoijes abtinguts del vasos de­
ferens , t esticle, fetje i eritrocits, els nuclis s'nan preoarat pel 
mateix metode controlan en cada cas el g~au de disrrupcid cel.lular 
i la pur essa dels nuclis amb el ~icroscopi de contrast de fases . 



·obtenci6 del extracte nuclear 
A cada poblsci 6 de nuclis (habitualment , 108),un cap resuspe -

sa en 1 ml . de tampó TKM , s 'afa,jeig EDTA Fins l□ml,1 , a continuació 
té lloc l'extracció al afajir progresivament un volum de disolució 

•sMamb dues tandes de sonocació suau. Amb l'adició d'un tercer volum 
de disolució"C~ es precipiten els acids nucleics sedimentant-los a 
10.000xg durant 30 min. obtenintse aixf un sobrenedant, que un cap 
dialitzat enfronta la disolucióªD"i conservat ·a - 402C . serl uti­
li tzat pels 8:$aigs enzima tics. 

A~saiqs enzimatics 
Éls assaigs enzimatics tenen lloc incuban durant30 min. a 372 : . 

dilucions seriades de cada extracte nuclear en un volum total de 
20 JJl que conté : tris 40mM pH 7.5 , KCl l OOm.\1 , EDTA 0 . 5 m•,4 , OTT □ . S 

n+.11 BSA .'30 µg/ml i 0.5 µg del olasmidi p8R322. La reacció s ' atu­
ra afajint- hi 5 µl de SOS 5'/o, EDTA 50rrM i 8lau de bromofenol O. OSI;{ . 

La aparició de topoisomers relaxats del plasmidi l'observem 
al correr la mostra en un gel d'agarosa al 1~ amb tampó TBE, que un 
cap tenyit amb br omur d ' etidi fotografiem sota llum ultravioleta . 

La quantificaci ó dels nivells d'enzim es f~ consideran 1 uni­
tat , a la cantitat d'extracte que relaxa el 50% del plasmi di. 

El plasmidi p3R322 ·s ' obte : per amplificaci6 amb cloramfeni -
col a aartir de ls soca E.coli H3101 i pel metode de lisi alcalina 
d ' en Birnboim i Doly (1979) ~Es purificat amb una columna de hidro­
xilapatita segons Colman et al. (1978). 
Disolucions 
El tamp6 TKM es : tris 40mM pH 7 . 5, kC 1 2SmM, MgC lz_5mM . 
La disoluci6•s'•es: tris 40mM pH 7.5 , NaCl 4 M. 

" " •'e'' : tris 40m\4 pH 7 . 5 , NaCl 2 M. , polieti l englicol 18°/o 
" " ·•o· POi. Hz..K S□mM pH 7 . 5, EDTA 0.1 m~1 , Glicerol 50 o/u . 

A tates elles s ' afajeig just abans de fer servir: PMSF fins 
lm''ll _(disolt a 'l'lb isoprooanol) , Trasylol fins lOOu/ml, DTT fins l m'A 
i BME fins lOmM, sen a les hores utilitzades sempre a 42C . 

Resultats 

L'assaig de dilucions seriades dels extrac tes perla r e l axa -

ció d'un ~DN super~elicoidal en ebsencia d'ATP ens ha oermes Quan -

tificar l'activitat esoecífica de la topoiso~erasa I en els extrac­

tes nuclears de les fracciona de cél , lules meiótiques i pr e meióti -

ques , espermatides rodon ss, i es nermatides al l argades, obtingudes 

per separació d 'una suspensió de cé l . lules t esticulars oel sistema 

de centrifugació contra fluxe . Tambe s'hª fet amb espermat ozoides 
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obtinguts del vas deferent . Al grafic de la figura 2 es representen 

els nivells d ' activitat especí fica a cada tipus cel . lular. 

100 
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Fig . 2 

Si mesurem els nivells d ' enzim amb r elact6 a la cantitat d'AON 

i de nuclihistona obtinguts per cada fracci6 cel . lular, tal comes 

representa a la figura 3 , s ' observa un marcat descens del enzim en 

el sentit del procés de diferenciaci6 amb relaci6 al AON cel . lular. 

En relació a la nuclihistona , habría tambe un descens inicial , pero 

/ 

Fig . 3 
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els nivells es mantendrían mes proporcionals a la cantitat de nu -

clihistona ~ les esoermatides , 

Per c omparar els nivells d ' enzim d ' aquestes fraccions cel . -

lular s amb els d'altres cél . lules s cmatiques , els hem quantificat 

simultaneament a mb heoatocits , eritrocits i el testic l e en conjunt . 

El r esul tat es repres enta a la figura 4 . En r elació al testicle , 

els hepatocits mostren un mayor i els eritrccits un menor nivell 

d ' enzim , Aix6 er a d ' esperar si correlacionem aquest resultat amb 

els ben difer ents graus d ' activitat transcriocional d ' aquestes cél~ 

lules . Pero si considerem les fraccións testiculars, v9iem c om són 

las cél . lules mei6 t iques i premeiótiques las que tenen el nivell 

mes alt de tot el conjunt . 
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Oiscussi6 

La determinaci6 d ' activitat es ~ecífica de l a tcnoisomerasa 

t ipus I en els axtractes nuclears obtinguts a partir de cél . lules 

ger~inals es~er ~atogenicas en estadis suc~sius de difn.r enciació , 
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mostra uns altsnivells d'enzim a l ~s cél.lul2s me i ótiques en rela­

ci6 a altres cél.lules somAtiques, i uns··menoré nivells a les es -

permátides que decreixen durant la transici6 nuclihistona nuclipro ­

tamina . 

La validessa dels resultats obtinguts está condicic nada al '­

adecuaci6 de la metodología utilitzada en la preparaci6 de nuclis 

i extracci6 del enzim . Durant l a preparació de nuclis no s'han de 

produir perduas selectivas de proteínes nuclears per inestabilitat 

del nucli o per proteolisi. L'absencia d ' activitat en el homogene- -

itzat citoplasmic, la cuantificaci6 i caracteriznci6 de les prote -

ines del extracte nuclear , així com l'estabilitat de l'activitat 

enzimatica a cada tipus cel . lular, permeten justificar que el meto­

de utilitzat no comporta aquets riscs . 

Aix! mateix , hem comprobat la absencia d ' activitats nucleasi­

ques en cada extracte, que al produir nicks podr! en relaxar direc­

tament al ADN superhelicoidal . 

L'elevada activitat detectada a 1es c~l . lules mei6tiques en 

comparaci6 als sigOents estadis de l'esoermatogénesi i altres cél. ­

lules somatiques, podría guardar relació amb els orccessos de re -

combinaci6 genetica que tenen lloc als espermatocits . 

A les espermatides rociones i allargades la disminuci6 progre­

siva dels nivells d'enzim guarda bastanta proporció amb el dcspla -

~ament de la nuclihistona. Podría també correlacionarse ambla pra­

qresiva reducció que el nucleal presenta a les espermatides . 

Tot i aixi, la presencia d'activitat topoisomerasa a cél.lu­

les ggnetica~ent inactives corn las esoerMatides allaraade s , podria 

tenir un paoer i mportant en els canvis que es donen a la cromatina 

durant la transició nuclihist0na nucliprotamina , tal com diem a la 

introducci6 . 

Finalment, r esnecte als petits nivells d'activitat que tro -

vem als es~P.r matozoides madurs , es dificil asegurar que tinguin un 



origen nuclear, donada la compacta estructura de la nucliprotamina . 

Cal considerar sisón d #origen mitocondrial , don9s aquestes organe­

les sén especialment mayoritaries en aquestes cél.lules . 
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