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Abstract

Characterization of major basic proteins present in spermatids
and spermatozoa of chicken testis

During spermiogenesis the spermatid undergoes complex
morphological and biochemical transformations to produce
functionally mature spermatozoa. This differentiation process
requieres a considerable synthesis of new structural as well
as enzymatic proteins. In order to characterize the more
abundant acid-soluble proteins present in chicken spermatids
and spermatozoa, these cells were separated by counterflow
centrifugation. Mature spermatozoa were obtained from the vas
deferens. Acid-soluble proteins were characterized by
electrophoresis in Triton/acetid acid/urea and in SDS. Two
major acid soluble proteins, with apparent molecular weights
of 17.000 and 20.000, were obtained from spermatids. One of
this proteins was also present in spermatozoa. Both proteins
showed very similar patterns of degradation after treatment
with S.Aureus V8 protease, indicating that they are closely
related. Without addition of V8 protease the isolated proteins
still generate an heterogeneous electrophoretic pattern,
suggesting the interesting posibility that these proteins are
proteases.

Introduccid

E1l proceés de la espermiogénesi comporta una
transformacid o metamorfosis total de les espermdtides, per la
qual esdevenen espermatozoides. La formacid de noves i

altament especifiques estructures cel.lulars: l'acrosoma i el

flagel, la progressiva condensaci® de la cromatina i el seu




empaquetament ulterior al cap de l'espermatozoide aixi com la
reorganitzacid de la estructura global de la cél.lula sdn les
caracteristiques més destacables de 1l'espermiogénesi. En
aquest estadi s'ha trobat una activa sintesi de protelnes
especifiques, estructurals i enzimdtiques, implicades en la
diferenciacidé (Nicotra et al.,1984), (Stern et al.,1983).
L'estudi d'aquestes protelInes 1 d'altres de les
espermdtides ha estat dificultat per la purificacid parcial
dels nuclis o cé&l.lules emprades 1i per proteolisi important.
Cal tenir en compte en aquest tipus cel.lular l'existencia de
l'acrosoma, estructura citopldsmica rica en enzims hidrolitics
que conté el sistema de serin proteases proacrosina-acrosina,
proteases sintetitzades al llarg de l'espermiogénesi (Mansouri
et al.,1983) Jjunt amb d'altres, entre 1les gque podrien
trobar-se les proteases responsables de 1la conversid de la
pro-opiomelanocortina, pro-dinorfina i pro-encefalina
(Kilpatrick i Millette, 1986), components del flagel com la
tubulina (Cherry et al.,1984) i 1l1l'actina (Camatini et
al.,1986) abundants en les espermdtides de diferents espécies.
Per aquets motiu, nosaltres varem procedir a la
caracteritzacidé electroforética dels extractes acrosdmics i a
la deteccic de 1la seva activitat proteolitica en els gels
dcids (Ustrell i Mezquita, 1985). L'assaig de diferents
inhibidors, l'utilitzacid d'acurats métodes de purificacid i
separaciéd tan de nuclis com de cé&l.lules ens permeteren

d'abordar l'estudi de 1les proteines majoriti3ries bdsiques de

les espermdtides, en el nostre model de l'espermatogénesi del
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gall,

Material i Métodes

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

Per a l'obtencid d'una suspensio de nuclis, el teixit
fresc, previa diseccid de la albuginea, es trosseja &
s 'homogeneitza en sacarosa 2M -acetat cdlcic 3.3mM, tritd
X-100 0,01% pH 5.8 & 0-4 °C. Després de filtrar amb Miracloth
es centrifuga amb la Beckman L-2, rotor SwW-27 a 22.000 r.p.m
(52.800g) durant 60° & 0 °C. Per control al.microscopi de
contrast de fases s'observa que els nuclis mantenen la seva
mor fologia, el grau d'agregacid es minim i el material
particulat fi es troba en quantitat discreta. Els nuclis es
resuspenen en el medi 12% sacarosa-acetat cdlcic 3.3mM, trito
X-100 0,01% pH 5.8 i es dilueixen fins a una densitat Optica a
600nm de 1.4

Separacicd  dels nuclis pel mé&tode d'elutriacio
(centrifugacid en contra d'un fluxe) amb la Beckman J2-21,
rotor JE-6B. La concentracioc de nuclis totals en suspensid que
s'introdueixen dins de la camera d'elutriacid es de 6 x 107.
Les condicions de separacic per elutriacicd dels nuclis sén: a

5.000 r.p.m (0-4°) i amb fluxes regulats per una bomba

peristdltica de:

(03]
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8 cc/min., =s'elueixen els nuclis d'espermdtides
allargades.
e 1 6 cc/min 2 -t n " L1 n n " n en
B 4 .
elongacio i rodones.

audd celfmnineis pre 1 postmeidtics.

;232 fce/mini =" " 9 Y " meidtics i la resta
(agregats, etc...)

Amb aquestes condicions es consegueix minimitzar
l'agregacio, la principal dificultat que impedeix la
separacid de nuclis per elutriacid, i separar dues poblacions
d'espermdtides amb un porcentatje de contaminacid per altres
tipus nucleals despreciable.

Extractes de les poblacions nucleals separades en els
medis, &dcid (Hcl 0,3M i PCA 0,74N) i en el tampd de mostres
d'sbs (62,5mM tris-2% SDS, glicerol 10% —Pmercaptoetanol pH

6.8).

Per a 1l'obtencic de 1les suspensions cel.lulars, el
teixit fresc, lliure d'albuglnea i trossejat, es resuspen en
M.E.M ("Minimum Essential Medium") amb tripsina 0,25g -DNasa I
0,5mg i s'incuba durant 30'3 31 C amb agitacid manual suau
intermitent. Despré&s de centrifuga 200sray £2,.0005 e p e S
temperatura ambient es resuspen en el M.E.M contenin Inhibidor
de la tripsina 10mg -BSA 50mg i es manté& 10' a temperatura
ambient. Filtracico amb sis capes de gasa per eliminar

agregats. Dilucid amb PBS-G (amb glucosa 0,1%) fins a obtenir

una concentracid de c&lules totals aproximada de 2,4 x 10%
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.Separacio en el mateix medi per elutriacid segons procediment
descrit i per. Boix +zi+srRoga, 1':(1984): Els . extractest = de  les
diferents poblacions cel.lulars es realitzen amb Hcl 0,3M en
preséncia de bisulfit s&dic 50mM i en Hcl 0,3M amb PMSF 1mM
-5% Isopropanol, N-Etilmaleimida 5mM, 100U/ml Aprotinina.

Electroforesis dels extractes nucleals en gels de P.A
tritd/urea 7,5M i 3M (Zweidler ,A), 1 gels de P.A SDS 18%
(Laemmli, 1970). Tincio amb Coomassie Blue R-250 (Lennox et
al., 1982) i tincid arg&ntica segons procediment de Giancotti
1 Goodwin, (1986). Electroforesis dels extractes cel.lulars en
gels de P.A tritd/urea 7,5M, de P.A 18% -SDS i bidimensionals
en aquets sistemes.,

Deteccid de 1l'activitat proteolitica "trypsin-like"
dels extractes en gels de P.A 12,5% -SDS 0,1% -Gelatina 0,1%
seguint el procediment (Siegel et al.,1986):

. després de l'electroforesi, el gel sense fixar ni
tenyir es sumergeix en 2,5% v/v tritd X-100 i es manté durant
1 hora amb agitacid suau.

* es renta tres o quatre vegades amb aigua

destil, lada.

. s'incuba en tris 50mM pH 8.0 durant 2-3 hores a 37°,

. fixacid i +tincié del gel amb Amido Black 0,1%
disolt en metanol/acétic/aigua destil.lada (30:10:60).
. destincid amb metanol/ac&tic/aigua destil.lada

(30:10:60) .

Per aquest métode, durant 1'incubacid del gel a pH bisic




les proteases existens a l'extracte poden actuar sobre el seu
substracte incorporat al propi gel, la gelatina, degradant la

zona o banda de migracico corresponent.De tal manera que, a més

de detectar l'activitat proteolitica el métode permet
coneixer el pes molecular aproximat de les proteases
contaminants.

Mapes peptidics amb la proteasa de Stafilococcus Aureus

V8 de bandes retallades tan dels gels dcids com basics segons
el métode descrit (Rizzo et al.,1985):

. les bandes s'equilibran en tris/Hcl pH 8 -SDS 0,1%
. S'efectuen tres rentats de 5 minuts en agquets medi, a
temperatura ambient amb agitacid suau.

: Per la digestid *iin situ" seguida
d'electroforesis, les bandes equilibrades es col.loquen en els
pous del gel de P.A 18% -SDS i s'els hi afageix el tampd amb
la proteasa V8 0,4mg/ml en tris 1mM/Hcl pH 8 -SDS O0,ls,
glicerol 10% .

. s'inicia 1la electroforesi a voltatje constant
(200V) fins concentrar la mostraisar : 1. -2"stacking" .La
electroforesi s'atura durant una hora, temps en el que té
1loc la:digestid, i,  es reanuda  fins el Finals Tincid i
destincid del gel segons el procediment habitual i observacid

dels peptits resultans de la degradacid.

Resultats




Patrons electroforétics obtinguts dels extractes
d'espermatides allargades en comparacid a la resta de tipus
nucleals :

- protelInes solubles en dcid. Electroforesis en gels de
P.A tritd/urea 7,5M i 3M. Mostren

- una disminucid quantitativa de 1les protelnes
histones i no histones en relacid a la protamina que apareix
majoritdria en aquest nuclis.

- No s 'observan altres bandes majoritédries,
adicionals o no, a excepcio de la corresponent a 1'H2B la
gual es tenyeix més intensament.

- proteines solubles en 62,5 mM tris -2% SDS, glicerol
10% —fmercaptoetanol pH 6.8 . Electroforesis en gels de P.A
18% SDS. S'observa

. una disminucio quantitativa de les histones i no

histones amb abséncia de bandes adicionals.

Patrons electroforétics d'extractes dcids d'espermatides
(cél.lula total) comparativament a la resta de tipus
cel.lulars

- en gels de P.A tritd/urea 7,5M

. disminucid quantitativa de 1les histones i no
histones.
. preséncia de protamina 1 bandes de poca menor

movilitat, probables formes gquimicament modificades de la

mateixa.




. s'observan dues bandes majoritdries que apareixen o
destaquen especificament a les espermatides i no als estadis
cel.lulars previs. La seva movilitat relativa en aquest gels
es de 0,34 (en la zona corresponent a 1'HMG2) i 0,56 (solapada
amb les formes acetil.lades de 1'H4). Fig 1.

- per electroforesis bidimensionals en gels de P.A 18%
-SDS

les bandes majoritdaries de les espermdtides ddnen
components de pes molecular aproximat de 17.000 i 20.000 4
respectivament.

les bandes de poca menor movilitat a 1la protamina
en la primera dimensid (gel de P.A tritd/urea) resulten esser
insolubles en SDS al igual que ho es la protamina. Fig 2.

El patrd electroforétic en gels de P.A 18% SDS dels
extractes acids d'espermdatides allargades mostren en
comparacid a la resta

. dues bandes majoritdries, una d'elles amb la
mateixa movilitat que 1'H2B i 1l'altre d'un pes molecular
aproximat de 20.000 4.

No s'ha detectat activitat proteolitica "trypsin-like'
sobre els gels en aquest extractes.

De 1la comparacid dels patrons electroforétics de
degradacid amb la proteasa V8 de les proteines majoritd3ries de

les espermdtides abans esmentades, resulta:

- mapa peptidic amb la V8 de la Rf 0,34 dels gels acids,

la qual anomenem T1l, presenta:
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. un patrd reproduible i diferent al obtingut

de 1la

degradacid d'histones i d'HMG2 somdtiques
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marcada similitut amb

la de pes molecular de 20.000 d

majoritdria a els gels de P.A

18% SDS.

pels seus productes

de degradacidé amb 1la V8 s'ha

identificat la mateixa proteina

també majoritaria en els

espermatozoides del conducte

deferent extrets amb acid.

- mapa peptidic amb la V8

de la banda majoritdria de les

espermdtides en gels de P.A 18%

SDS de 20.0004d, anomenada SP-20

Fig. 3 : Scans densitomd@trics dels patrons
electrofordtics en P.A.18% SDS de:
1- T1 intacta
2= T1 parcialment degradada amb la
preteasa estafilocddca Vo.
3— SP~20 intacta
4= SP-20 parcialment degradada amb la
proteasa estafilocdcica V8.
5= SP-20 parcialment m2s degradada amb
la mateixa V8.




el patré de proteolisi de 1la SP-20 resulta molt
semblant al de la Tl. Pels scans densitomé&trics dels gels
s 'observa que tan la SP-20 com 1la Tl intactes (en absé&ncia de
la proteasa V8) donen un patrd electroforé&tic que canvia amb
el temps. Aquest patrd mostre progresivament components de pes
molecular inferior en progressid creixent, 1la gual cosa
sugereix una degradacio progresiva (Fig 3) de 1la 8SP-20
intacta. La SP-20 amb la V8 é&s degrada seguint la mateixa
progressio que la T1.
. de la T2 no s'ha realitzat el mapa peptidic donat
que en els gels &cids es solapa amb les acetil.lades de 1'H4.
A les electroforesis bidimensionals aquesta banda migra a la

zona de la SP-20, s'assumeix que es tracta de la mateixa

proteiIna.

Discussid

En base als resultats de les electroforesis, les
espermdtides presenten dues protelnes majoritaries, Tl i T2,
solubles en 3cid, les gquals no s'observen en estadis previs.
Aguestes proteines també& es trobarlen en els espermatozoides
del conducte deferent. S'ha observat que gquan la Tl es retalla

del gel &cid 1 es passa a un gel 4'SDS dona de forma

reproduible dues bandes de pes molecular superior a 17.000 4,




entre 20,000 i 30.000 4 . En canvi, per electroforesis
bidimensional s'observa un dnic component de 17.000 4 . La
possibilitat de que els components de pes molecular superior

fossin HMGs contaminants s'ha descartat fen una eXxtraccid

previa amb PCA 0,74N d'aquets extractes. També resulta
sorprenen la seva abséncia en les electroforesis
bidimensionals, 1 fa pensar gque aquests components son

inestables en les condicions d'aquesta electroforesis.
Aixo,junt amb la similitud d'els mapes peptidics indicaria
que aquestes protelines, Tl i T2, es troben relacionades de tal
manera que podrien representar dos diferents estadis de
processament d'una mateixa protelna. No obstant, el
coneixement de la relacié entre elles requerird ulterior
estudi per sequenciacid.

Els resultats obtinguts sugereixen que les protelInes
bdsiques majoritdries ail.lades de les espermitides podrien
tenir activitat preoteolitica intrinseca, 1la gqual cosa
explicaria la generacid espontdnea de patrons electroforétics

heterogenis.
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