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Fig.2.23- Patrd electroforétic del DNA en gels
desnaturalitzants d'agarosa al 0.8%
després del tractament amb bleomicina.
C: control, B: bleomicina, St: esti3ndard

A) espermdtides allargades
B) espermatozoides
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3.5.3. Efecte de la N-metil-N-nitro-N-nitrosoquanidina

Les condicions escollides per al tractament amb la
N-metil-N~-nitro-nitrosoguanidina (MNNG) han estat les
utilitzades normalment per la majoria d'autors. La dosi de
MNNG emprada &s la que s'aplica a les <cé&l.lules quiescents
(Jacobson et al., 1983).

Les cél.lules en diferents fases de l'espermatog&nesi
s'han separat per elutriacid i s'han recollit els
espermatozoides del conducte deferent. Aquests diferents
tipus cel.lulars s'han resuspés en PBS i incubat durant 20
minuts a T ambient amb 68 uM MNNG.

L'accid de Ll'agent mutagen sobre els nivells de
poli (ADP-ribosa) i NAD s'ha determinat a partir del sediment
i sobrenedant de TCA al 20% respectivament, tal com s'ha
descrit a l'apartat anterior.

Les diferents cél.lules testiculars responen al
tractament amb MNNG incrementant els nivells de
poli (ADP-ribosa) d'l.5 a 2 vegades, a excepcid dels
espermatozoides madurs, en els quals no s'observa cap
variacidé (fig. 3.24).

El MNNG fa decréixer molt lleugerament els nivells de
NAD a les cél.lules premeidtiques 1 meidtiques (estadis I i
II), espermdatides rodones (estadi III) 1 espermatides
allargades (estadi 1IV). L'agent mutagen no provoca, perd,
cap tipus de canvi en el contingut de NAD dels
espermatozoides madurs (fig. 3.25).
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Fig.3.24- Efecte del MNNG sobre els nivells de
ribosiladenosina de les diferents cé&l.lules
testiculars.
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Fig.3.25~ Efecte del MNNG sobre el contingut de NAD
al llarg de l'espermatogdnesi.
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7 .
3.6. IDENTIFICACIO DE LES PROTEINES ACCEPTADORES DE LA
POLI (ADP-RIBOSA) IN VITRO

La determinacid de les proteInes acceptadores de la
poli(ADP-ribosa) 1in vitro s'ha fet després de purificar els
nuclis testiculars amb sacarosa 2 M (sec. 2.3) i de
separar-los mitjancant elutriacid.

Les condicions de separacid amb l'elutriador han estat
lleugerament modificades respecte a les de les c&l.lules, i
les fraccions s'han identificat pel microscopi de contrast
de fases. A 4,000 rpm s'obtenen els nuclis seglients:

- flux = 6 ml/min -~ nuclis d'espermdtides allargades
amb un 10% de nuclis rodons petits.

-~ flux = 11 ml/min - nuclis d'espermidtides rodones amb
un 20% de nuclis allargats.

- flux = 25 ml/min - nuclis rodons de major volum.

Els espermatozoides madurs no s‘'han considerat a causa
qyg no es detecta incorporacid d'ADP-ribosa procedent del
-7 C~NAD en aquestes cél.lules (sec. 3.2).

Els diferents nuclis s'han incubat amb —14C—NAD 5 pmM a
37 C durant diferents periodes de temps, tenint en compte
la cinética d'incorporacid d'ADP-ribosa dels diferents tipus
cel.lulars: 2 minuts per a les cél.lules premeidtiques,
meidtiques 1 espermdatides rodones i 30 minuts en el cas de
les espermatides allargades. E1 PMSF 0.4 mM ha estat present
durant la incubacid per tal de prevenir la protedlisi.

Les proteines s'han extret en primer 1lloc amb 3&cid
percldric (PCA) 0.74 N., que conté bisulfit s8dic. Les
insolubles en aquest dcid s'han extret posteriorment amb HCl
0.3 N i la resta de protelInes s'ha dissolt directament en
tampd de mostres de SDS, després de rentar-les amb acetona 1
deixar-les eixugar (sec. 2.10).

Les proteines que s'extrauen amb PCA 0.74 N sdn la
histona H1 i les HMGs 1, 2 i 17, mentre que, a l'extracte de
HC1 0.3 N, s'hi troben la resta d'histones i la protamina.
La integritat d'aquesta @ltima proteIna a les espermitides
més avancades indica 1l'absé&ncia de protedlisi durant el
procés. Al gel de SDS s'observen altres protelInes nuclears
que se separen d'acord amb el seu pes molecular.

Les Dbandes que han incorporat ADP-ribosa s'han
identificat mitjangant fluorografia a partir dels gels del
15% poliacrilamida/acétic/urea 1 10% poliacrilamida/SDS
(fig. 3.26a,b, 3.27a,b i 3.28).
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La separacid de ceél.lules per elutriacid es fa en
funcid d'un flux definit en sentit contrari a la
centrifugacid. A 3.000 rpm les fraccions estan enriquides
en:

- flux = 3 ml/min - espermatozoides testiculars i
residus subcel.lulars.

- flux = 11 ml/min- espermdtides allargades (amb una
contaminacid madxima d'un 5-10% d'espermdtides rodones)
1 cossos residuals,

- flux = 19 ml/min- espermdtides rodones (la
contaminacid per espermdtides allargades pot arribar a
un maxim d'un 20%).

-~ flux <£ 37 ml/min- cél.lules premeidtiques i
meidtiques, principalment en paquité. En aquesta
fraccid s'hi troben també& cé&l.lules multinucleades que
poden venir de 1la fusid d'espermdtides rodones. La
contaminacid per eritrdcits pot @&sser evitada en
dessagnar bé& l'animal.

La caracteritzacid per microscdpia de contrast de fases
permet determinar la puresa i homogeneitat de les poblacions
cel.lulars obtingudes. A 1la fig. 3.2 es pot veure una
microfotografia de les diferents cél.lules testiculars
separades per elutriacid i dels espermatozoides procedents
del tub seminifer.
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A l'extracte de PCA 0.74 N dels nuclis premeidtics i
meidtics aillats amb sacarosa 0.25 M (sec.2.3) després de
separar les c@&l.lules per sedimentacid a forca de gravetat
unitat apareix una banda a 1la fluorografia que no s'observa
en el gel d'urea/acétic. Aquesta banda pot correspondre, per

la seva mobilitat, al dimer d'Hl1 pré&viament descrit per Wong
et al, (1983) (fig.3.29).

DIMER HI1
)
1 ;o
H i ,@%&
HMG17

Fig.3.29- A) Electroforesi d'urea/acé&tic de les protelnes solubles en PCA
0.74 N dels nuclis premeidtics i meidtics

B) Fluorografia del gel d'urea/acétic que mostra les protelnes

ADP-ribosilades presents a l'extracte de PCA 0.74 N dels nuclis
premeidtics i meidtics.
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Les proteInes ADP-ribosilades in vitro al 1llarg de
l'espermatogénesi sbén, doncs, les seglients:

1- Entre les proteines solubles en PCA 0.74 N
s'observen marcades les bandes que corresponen a 1'H1l a
les diferents cé&l.lules testiculars, 1 a les HMGI i
HMG2 a les cél.lules premeidtiques i meidtiques.

L'HMGl7 només es detecta en aquesta Gltima
fraccid, tant en el gel com a la fluorografia. A les
cél.lules premeidtiques 1 meidtiques també& s'observa
una banda que pot correspondre al dimer d'H1.

2- A l'extracte de HC1l 0.3 N apareix marcada wuna 2zona
dificil d'atribuir i que pot correspondre tant a 1'H3
com a 1'H2B i 1'H2A.

La protamina, protelna badsica que apareix a

1l'estadi d'espermatides allargades, no es veu
modificada.
El canvi més destacable al llarg de

l'espermatogénesi sembla correspondre a la modificacid
de la banda X. Agquesta banda conté& conjugats
d'ubiqliitina, com per exemple la u-H2A (Agell, 1986) i
una protelIna minoritaria anomenada X',encara no
identificada. El marcatge d'aquesta banda augmenta
durant el procés de diferenciacid.

3- A la resta de proteines, que se solubilitzen amb
SDS, es detecta una banda marcada que correspon a una
proteina de pes molecular aproximat 120.000 D a la
fraccid de cél,.lules premeidtiques 1 meidtiques.
Aquesta banda pot ésser, per rad del seu pes molecular,
la prdpia poli(ADP-ribosa) polimerasa. No s'ha de
descartar, perd, que aquesta banda pugui correspondre a
alguna de les topoisomerases I o II.

A causa que la poli(ADP-ribosa) é&s 13bil sota
condicions alcalines i el pH dels gels de SDS E&s 8.8,
el marcatge que s'observa en forma d'escala a la
fluorografia pot representar mides diferents del
polimer.
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4.1. POLI(ADP—RIBOSILACIé) I DIFERENCIACIO CEL,LULAR

Les andlisis realitzades en aquest estudi mostren que
l'activitat de la poli(ADP-ribosa) polimerasa i el recanvi
de residus ADP-ribosil in vitro (sec.3.2) i els nivells de
polimer in vivo (sec.3.3) decreixen, respecte al DNA, durant
la transicid de cél,lules genéticament actives
premeidtiques, meidtiques i espermdtides rodones a
espermdtides mé&s avancades 1 espermatozoides, gen&ticament
inactius.

D'altra banda, els nivells de NAD respecte a DNA o
protelna trobats al llarg de l'espermatogénesi sdn similars
a les cél.lules en diferents estadis, a excepcid d'una
baixada als espermatozoides (sec.3.4). Aquests resultats
semblen indicar que el NAD, substrat de la modificacid, no
€s el responsable de les diferé&ncies observades en la
poli (ADP-ribosilacid) durant l'esmentat procés.

Un descens en la poli(ADP-ribosilacid) s'ha descrit
també durant la diferenciacid® de molts altres sistemes
cel.lulars. Les cé&l.lules de l'epiteli intestinal (Porteous
et al., 1979), els granuldcits mieloides, els neutrdfils
(Tkai et al., 1982) o) les cél.lules epidérmiques
terminalment diferenciades (Ueda et al., 1983) sdn alguns
dels exemples en els quals no s'ha detectat poli(ADP-ribosa)
per técniques immunohistoldgiques., Aix3 mateix, els
neutrdfils no presenten activitat enzimdtica als seus nuclis
afllats (Ikai et al., 1982).

Gracies al métode fluorescent desenvolupat per Jacobson
et al. (1984) per a determinar poli(ADP-ribosa) hem pogut
detectar que els espermatozoides madurs del gall contenen
ADP-ribosa polimérica amb un 2% de ramificacid (sec.3.3).
Aquest métode permet quantificar, a nivell de picomols,
compostos que contenen adenina i que deriven del polimer. No
obstant aixd, els nuclis alllats dels espermatozoides no
presenten activitat poli (ADP-ribosa) polimerasa, cosa due,
per altra banda, ja s'havia descrit als espermatozoides de
rata, tant intactes com sonicats (Burzio et al., 1981). Es
pot pensar, doncs, que l'enzim &s absent o inactiu als
espermatozoides i que el polimer detectat en aquestes
c&l.lules s'ha sintetitzat ja en fases prévies,

Diferents estudis semblen indicar que una reduccid de
1'ADP-ribosilacid de les proteiInes nuclears &s important per
a la diferenciacié de molts tipus cel.lulars. En inhibir
l'activitat de la poli (ADP-ribosa) polimerasa amb
nicotinamida s'indueix la maduracid morfoldgica i funcional
de les cé&l.lules leuc@miques promielocitiques in vitro
(Lucas et al., 1984). De la mateixa manera, 1l'dcid retinoic,
un inductor de la diferenciacid, fa decréixer l'activitat
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enzimdtica a les cé&l.lules de teratocarcinoma, com també& la
supressié de la sintesi de poli (ADP-ribosa) per inhibidors
de l'enzim indueix la seva diferenciacid (Ohashi et al.,
1984).

Malgrat que s'ha proposat la preséncia de polimer com a
marcador per a la maduracid de moltes cé&l.lules (Ikai et
al., 1982), una gliestid important encara per resoldre &s si
la pérdua d'activitat poli(ADP-ribosa) polimerasa i la
conseglient pérdua d'ADP-ribosilacid de les proteines
nuclears &s resultat de la diferenciaci® o si &s un
esdeveniment que precedeix i al mateix temps fa possible
aquesta diferenciacid.

La participacid dels trencaments del DNA en alguns
processos de diferenciacid cel.lular pot é&sser la base
molecular del requeriment de la poli (ADP-ribosa) polimerasa
en la citodiferenciacid, AixT1, 1l'increment en la
poli (ADP~-ribosilacid), observat durant la diferenciacid de
mioblasts embrionaris de pollastre en cultiu (Farzaneh et
al., 1982) o bé en limfdcits periférics humans estimulats
per mitogen (Johnstone i Williams, 1982) es pot
correlacionar amb la naturalesa dindmica dels trencaments
del DNA en el genoma d'aquestes cél.lules (Farzaneh et al.,
1985).

L'activitat de la poli(ADP-ribosa) polimerasa dels
hepatdcits incrementa rdpidament quan s'estableixen en
cultiu primari, la gual cosa provoca una rapida desaparicid
del NAD. En canvi, l'activitat gque degrada poli(ADP-ribosa)
no canvia, aparentment, en incrementar el temps de cultiu,
tot i que al cap de 60 min d'inhibir la poli(ADP~ribosa)
polimerasa amb nicotinamida s'observa un descens
d'aproximadament el 50% en la incorporacid d'ADP-ribosa
(Althaus et al., 1982). Aquesta activitat que degrada el
polimer la realitza, probablement, la poli(ADP-ribosa)
glicohidrolasa ja que la hidr8lisi per la fosfodiesterasa
sembla @&sser insignificant (Purnell et a., 1980). A més, en
general s'accepta que el recanvi de grups ADP-ribosil in
vivo es deu sobretot a la glicohidrolasa, per rad de la seva
afinitat i especificitat per la poli(ADP-ribosa) (Miwa et
al., 1975b).

En el cas de la diferenciacid de la linia germinal
espermatogé&nica hem utilitzat benzamida per tal d'estudiar
el recanvi de residus ADP-ribosil (sec.3.2). Aquest compost
&s un andleg de la nicotinamida que inhibeix 1l'activitat de
la poli (ADP-ribosa) polimerasa in vitro a concentracions
milimolars (Shall, 1975; Oikawa et al., 1980). La benzamida
penetra ripidament a les c&l.lules i arriba a concentracions
que suprimeixen de manera efectiva la formacid de polimer.
En no afectar la seva degradacid es pot utilitzar per
estudiar els descens en la incorporacid d'ADP-ribosa com a
mesura del recanvi (Wielckens et al., 1982).
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L'elevada activitat de la poli(ADP-ribosa) polimerasa i
l'alt recanvi de residus ADP-ribosil detectats a les
cé&l.lules premeidtiques 1 meidtiques poden estar relacionats
amb qualsevol de les funcions que presenten aquestes
c&l.lules gen&ticament actives,

Les espermdtides més avancades, genéticament inerts, on
no tenen lloc ruptures 1 unions fisioldgiques del DNA,
mostren una baixa activitat poli (ADP-ribosa) polimerasa i no
presenten recanvi de residus ADP-ribosil. Aquesta abséncia
de recanvi Jjuntament amb la preséncia d'una activitat
enzimadtica residual poden determinar els nivells de polimer
trobats al final de 1l'espermiogénesi. La quantitat de
poli (ADP-ribosa) detectada a les espermdtides allargades és
remarcable si es té& en consideracid la drastica reduccid de
les protelnes nuclears que t& lloc durant l'espermiogénesi
(el contingut de proteines nuclears de les espermitides més
avangades &s la meitat del que existeix en estadis previs).

La baixada d'activitat poli (ADP-ribosa) polimerasa al
final de 1l'espermiogénesi pot &sser una conseqgiidncia del
reemplacament de les histones per 1la protamina. Segons
Tanaka et al. (1979) en abséncia d'histones es produeix una
inhibicid de l'activitat enzimdtica. La falta de recanvi pot
contribuir tamb& a una autoinhibicid de l'enzim a través de
la seva prdpia (ADP-ribosilacid) (Kawaichi et al., 1981).

No s'ha de descartar, perd, que la disminucid en
l'activitat enzimadtica sigui el resultat d'una protedlisi
elevada provocada, en part, per la preséncia de l'acrosoma,
una vesicula que conté& gran quantitat d'enzims proteolitics.
Si b& 1la protedlisi pot é&sser un mecanisme fisioldgic

d'eliminacid de proteines nuclears al final de
1'espermatogénesi, la utilitzacid de diferents tipus
d'inhibidors de proteases, com també una andlisi

elctroforé&tica, permeten controlar els possibles artefactes
durant els mé&todes experimentals. Els descens en els nivells
de polimer in vivo semblen indicar una activitat diferencial
de la poli(ADP-ribosa) polimerasa a les cél.lules en
diferents estadis de diferenciacid.

Una activitat semblant a 1la de la poli(ADP-ribosa)
nuclear s'ha descrit a les mitocdndries d'odcits de Xenopus
laevis (Burzio et al., 1979) i fetge de rata (Burzio et al.,
1981), orgdnuls cel,lulars on també es troba DNA. Una part
del polimer detectat a les cé&l.lules intactes (sec.3.3) pot
venir, doncs, d'aquestes estructures subcel.lulars. A més,
la impermeabilitat de la membrana interna de la mitocdndria
al NAD i NADH pot suposar 1§ 'mno deteccid d'incorporacid
d'ADP~-ribosa a partir de =-""C-NAD procedent d'aquests
organuls.
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4.2, POLI(ADP—RIBOSILACId) I ESTRUCTURA DE LA CROMATINA

Els canvis en 1'ADP-ribosilacid de 1les proteines
nuclears s'han relacionat tant amb la condensacid com amb la
relaxacid de la cromatina (Stone et al., 1977; Wong et al.,
1982; Poirier et al.,1982). Ambdbés fendmens tenen lloc a
1l'espermiogénesi, procés durant el qual el complex
nuclihistona é&s reemplacat pel complex nucliprotamina
altament condensat (Mezquita, 1985).

La cromatina dels espermatlcits en estadis previs al
paquité& &s homogénia i dispersa (Rattner et al., 1980). Al
paquité les fibres de cromatina de 30 nm s'estenen
perpendicularment als elements laterals del complex
sinaptinémic formant "loops". Durant aquest estadi, després
de l'aparellament dels cromosomes homdlegs, una endonucleasa
meidtica produeix una sé&rie de "nicks" programats al DNA.
L'accessibiltat de 1l'endonucleasa a les seqlidncies de DNA
que experimenten trencaments depén de l'estructura
particular de la cromatina en els dominis que contenen
aquestes seqliéncies. La dissolucid del complex sinaptinémic
té lloc, en general, al diploté (Rasmussen, 1975) i durant
la transicid entre aquests estadis esdev@ una marcada
descondensacid de la cromatina.

L'estructura de la cromatina de les espermdtides
rodones primitives &s similar a l'observada a les cél.lules
somdatiques. En canvi, les espermatides en procés de
diferenciacid cap a espermatozoides tenen una cromatina amb
caracteristiques {niques:

1- Les regions eucromdatiques i heterocromatiques sbn
reemplagades per una cromatina d'apariéncia uniforme.

2- La transicid de nucli-histona a nucli-protamina va
acompanyada d'un relaxament de l'estructura de la cromatina,
de manera que s'observen els canvis seglients:

- exposicid de 1llocs d'unidé al DNA, posat de
manifest per l'alta capacitat d'unid a
actinomicina D i RNA polimerasa in vitro (Mezquita
i Teng, 1977a).

- hiperacetilacid de la histona H4 i rdpid recanvi
dels seus grups acetil (Oliva i Mezquita, 1982).

- augment dels conjugats ubigliitina-proteilnes
nuclears (Agell, 1986).

- increment de les relacions HMGl/histones del
nucleosoma 1 HMG2/histones. del nucleosoma (Chiva 1
Mezquita, 1983)
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Tots aquests canvis, juntament amb mecanismes
proteolitics, dependents o no d'ubiqliitina, poden tenir com
a conseqgliéncia un relaxament de la cromatina de manera que
facilitin la unid de la protamina als llocs accessibles del
DNA, Aquesta mateixa protamina &s capa¢ de desplacar les
histones del nucleosoma in vitro a concentracions
fisioldgiques (Oliva i Mezquita, 1986).

La poli(ADP-ribosilacid) pot contribuir també a aquest
procés, Jja que pot representar un "mecanisme de llangadora"
(shuttle mechanism) per moure les proteInes cap i des del
DNA (Zahradka i Ebisuzaki, 1982). Segons aquest mecanisme la
modificacid de 1les proteInes provoca una repulsid de
cidrregues entre el polimer i el DNA, la qual cosa provoca la
dissociacid de la protelIna de l'dcid nucleic. L'absé&ncia de
recanvi de residus ADP-ribosil al nucli de les espermitides
allargades pot estar, doncs, directament relacionat amb el
desplacament de les proteines durant la transicid
nuclihistona-nucliprotamina (fig.4.1).

L'abséncia d'activitat poli (ADP-ribosa) glicohidrolasa
a les espermdtides més avancgades pot &sser una conseqgiiéncia
de la preséncia de DNA lliure d'estructura polinucleosomal
al final de l'espermiogénesi (Mezquita i Teng, 1977a). S'ha
suggerit que l'activitat d'aquest enzim pot estar modulada
per canvis en l'extensid en la qual el DNA estd cobert per
proteines a la cromatina (Stone et al., 1978). A més, la
glicohidrolasa &s inhibida per la protamina (Miwa et al.,
1974), proteina que arriba al seu nivell més elevat a
l'esmentat estadi de l'espermiogénesi.

A l'espermatozoide madur, en el qual les histones han
estat eliminades 1 reemplagades per la protamina, el DNA es
troba organitzat en una forma altament condensada,
inaccessible a la unid amb actinomicina D i resistent a les
nucleases (Mezquita i Teng, 1977a; Young i Sweeney, 1979).

Malgrat que no hem detectat activitat poli(ADP-ribosa)
polimerasa als seus nuclis alllats, aquestes cé&l.lules
contenen polimer ramificat. La participacid de
1'ADP~ribosilacid en la condensacid cromosomal durant
l'espermiogénesi ha estat proposada per Wong et al. (1977).
Altres possibles papers, tals com proteccid de la cromatina
de l'esperma enfront dels atacs proteolitics i nucleolitics
s 'han postulat també& a altres sistemes cel.lulars (Inagaki
et al., 1980; Tanigawa i Shimoyama, 1983). Als macrdfags
s'ha identificat 1la poli(ADP-ribosa) com a inhibidor de
proteases de la cromatina (Inagaki et al., 1980).
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La protamina &s un acceptador de poli(ADP-ribosa) als
nuclis testiculars de truita in vitro (Wong et al., 1977).
Tanmateix no podem determinar, encara, si la protamina pot
ésser ADP-~ribosilada in vivo i si pot &sser l'acceptadora de
1'ADP-ribosa polimérica detectada a l'esperma madur. En el
cas de la identificacié in vitro (sec.3.6), 1la baixa
quantitat de protelIna que es troba en el gel pot &sser una
rad per no observar marcatge associat a aquesta banda en la
corresponent fluorografia.

El fet que 1'ADP-ribosilacid no afecti en gran mesura
la mobilitat de les diferents proteines sembla indicar que
aquestes es troben modificades per oligdmers curts o fins i
tot mondmers, tal com s'ha descrit en d'altres models (Ueda
et al., 1983). L'estudi de la complexitat de la poli-
(ADP-ribosa) indica que aquesta té& wuna longitud, com a
mitjana, de 6-10 residus. Tanmateix no podem associar el
polimer a cap proteina en concret com tampoc a cap estadi de
l'espermatogénesi Jja que s'ha identificat globalment a
partir de tots els nuclis testiculars.

La regulacid de 1l'estructura de la cromatina i, per
tant, de les seves funcions, mitjangant poli(ADP-
ribosilacid), es pot aconseguir per dos tipus de mecanismes.
Un é&s la modificacid covalent de protelInes nuclears
especifiques, En l'altre mecanisme intervenen les reaccions
no-covalents entre el polimer d'ADP~-ribosa carregat
negativament i altres components de la cromatina.

S'han fet molts estudis per tal d'entendre les funcions
covalents de la poli(ADP-ribosa). Per exemple, s'ha
demostrat gque una gran quantitat de proteines nuclears sdn
poli (ADP-ribosilades) in vitro. Aquestes inclouen enzims
tals com una endonucleasa dependent de Ca i Mg (Yoshihara
et al., 1985), les topoisomerases I (Ferro i Olivera, 1984)
i IT (Darby et al., 1985) i 1la mateixa poli(ADP-ribosa)
polimerasa (Jump i Smulson, 1980; Ogata et al., 1981; Surowy
1 Berger, 1983) entre d'altres. En general, la modificacid
sembla conduir a una inactivacid de l'enzim. També& s'ha
suggerit que l'activitat de la DNA ligasa II &s regulada per
poli (ADP-ribosilacid) (Creissen i Shall, 1982; Yoshihara et
al., 1985). Aquesta activitat enzim3tica sembla E&sser la
responsable de la unié dels "nicks" del DNA en els
mecanismes de replicacid per reparar 1'dcid nucleic. No
obstant aixd, no s'ha demostrat si la poli(ADP-ribosa) es
troba realment unida a l'enzim., Altres proteines nuclears
modificades covalentment inclouen les histones del "core"
(Poirier i Savard, 1980; Ueda et. al., 1983), el conjugat
u~-H2A (Okayama i Hayaishi, 1978; Cerutti et al., 1985), 1la
histona H1 (Smulson et al., 1980; Poirier et al., 1982) i
les proteines d'alta mobilitat electrofor&tica (Reeves et
al., 1981).
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Malgrat tot, el coneixement dels acceptadors de les
cadenes de poli(ADP-ribosa) in vivo és encara molt limitat.
D'una banda, només la histona H2B i la poli(ADP-ribosa)
polimerasa semblen &sser les principals acceptadores del
polimer en cé&l.lules intactes després de danyar el DNA
(Adamietz i Rudolph, 1984; Kreimeyer et al., 1984). S'ha
postulat que la modificacid de 1'H2B, principal acceptadora
entre les histones del "core", pot relaxar l'estructura
nucleosomal i com a conseqliéncia deixar el DNA més
accessible als enzims que intervenen en el seu metabolisme
(Adamietz i Rudolph, 1984). Tanuma i Johnson (1983) han
descrit també que les HMGs es poli(ADP-ribosilen in vivo i
que la modificacid d'aquestes proteines &s necessdria per a
l'acurada expressid génica a les cé&l.lules de tumor mamari
de ratoli tractades amb glucocorticoids.

A mé&s s'ha suggerit que dues mol&cules d'H1 poden &sser
entrecreuades mitjang¢ant una cadena de 15-16 residus
d'ADP-ribosa (Wong et al., 1983), i donen lloc a l'anomenat
dimer d'Hl1. Aixi mateix s'han presentat evidéncies que
demostren 1l'existéncia de conjugats Hl-poli (ADP-ribosa)
d'una complexitat superior al dimer en cé&l.lules intactes
(Smulson et al., 1984). Els conjugats Hl-poli (ADP-ribosa)
s'han relacionat tant amb mecanismes de condensacid® com de
relaxacid de la cromatina (Smulson et al., 1980; de Murcia
et al., 1983). Butt i Smulson (1982) han proposat que la
modificacid de 1'H1l, i en especial la formacid del dimer que
detecten als voltants de les ruptures del DNA, manté la
continuitat de les molécules d'aquest DNA en la cromatina
fins que 1'adcid nucleic &s reparat o replicat. Aixd podria
explicar la preséncia del possible dimer d'H1 només a les
cél.lules premeidtiques i meidtiques, ja que sdn les Gniques
actives en replicacid en condicions fisioldgiques.

Quant a 1'ADP-ribosilacid de la banda X, un dels canvis
més destacables de les proteines modificades al 1llarg de
l'espermatogénesi (sec.3.6), es pot pensar en un efecte
modulador de les funcions postulades per als conjugats
d'ubiqgiiitina, tant en el sentit d'afavorir encara més el
relaxament de la cromatina 'a les espermdtides allargades com
de participar d'alguna manera en els possibles mecanismes
proteolitics dependents d'ubiqliitina,

Respecte a les interaccions no covalents del polimer
amb altres components de la cromatina, no s'han fet, ara per
ara, gaires estudis. L'andlisi de la mida i complexitat del
polimer in vivo pot representar una eina important per tal
d'estudiar aquest tipus d'interaccions. En aquest sentit
s'ha de destacar el treball d'Alviarez-Gonzilez (1985) en el
qual fracciona les mostres d'ADP-ribosa d'acord amb la seva
mida mitjancant dos métodes: electroforesi en gel de
poliacrilamida i cromatografia en gel filtracid. Polimers de
considerable mida i complexitat se sintetitzen després de
danyar el DNA amb MNNG, a la vegada que s'observa un recanvi
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de residus ADP-ribosil relativament alt (Alvarez-Gonzilez,
1985). L'esmentat autor suggereix que aquests polimers
altament complexos, més que estar units de manera covalent a
les proteines, poden formar part dels conjugats
Hl-poli (ADP-ribosa) descrits anteriorment per altres autors
(Kidwell et al., 1982; Wong et al., 1983) interaccionant de
manera no covalent.

La mida md3xima, com a mitjana, del polimer despré&s de
danyar el DNA &s de 200 residus i el nombre de punts de
ramificacid per molécula es troba entre 6 i 7
(Alvarez-Gonz&dlez, 1985). Si es té en compte que el
solenoide, estructura altament ordenada de la cromatina amb
els nucleosomes condensats, t& de 6 a 8 nucleosomes per
volta (Finch et al., 1976; Suau et al., 1979) i que la
histona H1 es localitza a les regions internucleosomals cap
al centre del solenoide, es pot postular que la preséncia de
molécules de poli(ADP-ribosa), amb 6 o 7 ramificacions per
molécula, unida de manera covalent o no-covalent a 1'Hl pot
&sser la responsable de 1l'estabilitzacid transitdria del
solenoide (Alvarez- Gonzilez, 1985).

Recentment s'ha descrit una modulacid en sentit oposat
de la superestructura de la cromatina mitjangant la sintesi
i degradacid de poli(ADP-ribosa). La poli(ADP-ribosilacid)
de nucleosomes pancredtics in vitro causa una relaxacié de
la cromatina a partir de 1la hipermodificacidé de 1'HI.
D'altra banda, 1la degradacid per la poli (ADP-ribosa)
glicohidrolasa de les unitats d'ADP-ribosa unides a 1'H1 1li
retorna la seva estructura condensada nadiua (de Murcia et
al., 1986). Segons els esmentats autors és dificil imaginar
la degradacid dels residus ADP-ribosa units a dues molécules
d'Hl, é&s a dir, formant part del dimer (Stone et al., 1977),
a causa que la glicohidrolasa actua de manera exoglicosilica
a partir de 1'AMP terminal. Si es considera la localitzacid
proposada per a la histona H1 en el filament nulceosomal
(Thoma et al., 1979) é&s més probable que les cdrregues
negatives unides als extrems C 1 N d'aquesta histona
redueixin la seva afinitat pel DNA (Burzio et al., 1980) i
conseqlientment provogquin el desplegament de l'estructura
solenoidal. :

Sembla, doncs, que tant les interaccions covalents com
les no covalents entre el polimer i altres components de la
cromatina poden é&sser importants en la regulacid de les
seves funcions, en vista de 1l'existéncia de polimers
d'ADP~-ribosa amb dues carreques negatives per residu i de
mida considerable en c¢&l.lules intactes sota condicions
diferents.
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4.3. POLI(ADP-RIBOSILACIé) I METABOLISME DELS ACIDS
NUCLEICS

Les diferents funcions de la cromatina durant
l'espermatogénesi, a l'igual que els canvis estructurals que
tenen lloc durant aquest procés, poden ésser potencialment
regulades per ADP-ribosilacid de 1les proteInes nuclears. De
manera molt general aquests canvis sdn:

1- La replicacid del DNA té lloc als
espermatogonis i abans de la meiosi als
espermatdcits en estadi de preleptoté&. Els
espermatdcits experimenten la meiosi i produeixen
espermatides, que no es divideixen més, perd es
diferencien en espermatozoides madurs.

2- Un interval de ruptura programada del DNA
seguit d'una sintesi reparadora esdev@ a les
cél.lules meidtiques al paquité.

3- Els espermatogonis, espermatdcits i les
espermdtides primitives sdn actius en transcripcid
nuclear, mentre que les espermdtides en procés de
diferenciacidé i els espermatozoides sén totalment
inactius.

4- Les espermdtides més avancades sbn genéticament
inactives en replicacid i transcripcid. Tanmateix,
aquestes cé&l.lules sbn capaces de reparar el seu
dany genétic abans que esdevingui la condensacid
final de la cromatina.

Una de les propietats més destacables de la
poli (ADP-ribosa) polimerasa &s 1la seva estimulacid sempre
que es produeixen trencaments del DNA, tant fisioldgics com
induits per agents mutdgens (Ueda i Hayaishi, 1985). Més
concretament, l'enzim participa en processos en els quals
tenen lloc ruptures i unions del DNA,

La modulacid o regulacid de 1la sintesi de DNA per
ADP-ribosilacié de les proteilnes nuclears pot ocdrrer per
diferents mecanismes. Ara bé&, la influéncia de la
poli (ADP-ribosilacid) en ls sintesi de DNA varia segons els
sistemes cel.lulars estudiats. Fins al moment s'han descrit
treballs que indiquen que la modificacid inhibeix (Burzio i
Koide, 1972), estimula lleugerament. (Althaus et al., 1980;
Sims et al., 1982) o no té& cap efecte (Cleaver et al., 1983;
Jacobson et al., 1983) sobre la replicacid.
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S'ha suggerit, perd, que la poli- (ADP-ribosilacid)
estd involucrada en la recombinacid meidtica (Koide, 1982).
L'alt contingut d'ADP-ribosa polimérica, Jjuntament amb
l'elevada activitat de 1l'enzim i el recanvi de residus
ADP-ribosil, poden estar relacionats amb l'interval
d'activitat de ruptura i reparacié del DNA al paquits.
D'altra banda, 1l'endonucleasa present a les cé&l.lules
meidtiques i responsable d'aquesta activitat pot provocar
l'increment dels nivells de poli(ADP-ribosa) detectat als
nuclis en relacid a la quantitat mesurada a les
corresponents cél.lules intactes a causa de la seva
activacid durant el procés d'aIllament de nuclis (sec.3.3).

L'activitat de la poli(ADP~ribosa) polimerasa durant
l'espermatogénesi mostra una correlacid inversa amb
l'activitat de l'ornitin descarboxilasa, enzim que intervé
en la sintesi de poliamines. La baixa activitat que
presenten les espermdtides més avancades pot tenir relacid
amb els alts nivells de poliamines d'aquestes cél.lules
genéticament inactives (Oliva et al., 1982). Una correlacid
inversa similar s'ha descrit durant el cicle de creixement
de les cél.lules del tumor d'Ehrlich ascites (Bredehorst et
al., 1979). S'ha suggerit que les poliamines només estimulen
l'activitat de la poli(ADP-ribosa) polimerasa a les
cél.lules gque estan sintetitzant DNA, mentre que poden E&sser
inhibitdries a les gque no es troben realitzant aquesta
funcid (Perella, 1982; Wallace et al.,1984).

Respecte al possible paper de la poli(ADP-ribosilacid)
en la transcripcid del DNA es pot postular qualsevol de les
hipdtesis considerades a la sec. 1.2.8., D'una banda modula
algunes activitats enzimdtiques, com per exemple la de la
RNA polimerasa II (Taniguchi et al., 1985), i de 1l'altra
intervé directament en el control de la transcripcid en
unir-se als llocs on hi ha trencaments i aixi evita la
transcripcid inespecifica (Slattery et al., 1983).

La pérdua de recanvi de residus ADP-ribosil a les
espermdtides allargades, el mateix fenomen que s'observa als
eritrdcits, es pot correlacionar amb les seves
caracteristiques funcionals. La guiescéncia genética
d'aquests tipus de <cél.lules podria estar d'acord amb el
paper postulat per a 1'ADP-ribosilacid de les proteines
no-histones com a condicid necessaria per a l'expressid de
certs gens (Tanuma i Johnson, 1983; Tanuma et al., 1983).

A partir de molts estudis, s'ha suggerit un paper
indispensable de la poli(ADPr-ibosilacif) en els mecanismes
de reparacid per escissid (Shall, 1982; Ueda i Hayaishi,
1985). En aquest treball hem estudiat 1l'efecte dels raigs X,
el N-metil-N-nitro-N-nitrosoguanidina (MNNG) i la bleomicina
sobre 1la poli(ADP-ribosilacid). Malgrat que els seus
mecanismes d'accid molecular sbén diferents, els raigs X i el
MNNG sdn agents mutdgens, mentre que la bleomicina &s un
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antibidtic antitumoral que s'utilitza en combinacid amb
altres agents antineoplédsics i radioterdpia per al
tractament de determinats cdncers humans (Friedman, 1978).

Per mitjd de tots aquests agents hem vist una
estimulacid de 1l'activitat enzimatica o dels nivells de
poli (ADP-ribosa) a les <cél.lules en diferents estadis de
1l'espermatogénesi, amb 1l'excepcid dels espermatozoides
madurs. Aixi mateix hem observat un lleuger descens en els
nivells de NAD excepte en els espermatozoides. Hem vist
també que la bleomicina provoca un augment de les escissions
del DNA a totes les cé&l.lules, si b& no produeix cap efecte
en la integritat de 1'acid nucleic als espermatozoides.

A causa que tant els raigs X com el MNNG sbn a la
vegada agents que danyen el DNA 1 inhibidors de la seva
sintesi, l'increment de la poli(ADP-ribosilacid) pot estar
relacionat amb un o ambdds d'aquests efectes. E1 MNNG &s un
carcinogen del tipus N-alquil-N-nitrds del qual s'ha
demostrat que produeix alquilacid en el DNA in vivo
(Lijinsky, 1976), encara que no es coneix la naturalesa del
dany rel.levant per a la carcinogénesi.

L'aplicacid clinica de l'antibidtic glicopeptidic
bleomicina &s limitada a causa dels seus efectes tdxics
(Kraus et al., 1973). La bleomicina s'uneix de manera
preferencial al DNA i 1la interaccid dbna 1lloc a una
fragmentacid d'aquest &acid nucleic (Sausville et al., 1978;
Gillani et al., 1981). Escissions de simple i doble cadena
induides per la bleomicina s'han trobat tant al DNA de
bactéries com al de mamifers (Kuo i Hsu, 1978).

L'activitat bioldgica de la bleomicina té& lloc a dues
parts ben definides de la molécula. La part queladora de
metalls é&s capa¢ de formar un complex actiu amb Fe(II) i
oxigen molecular gque genera radicals lliures responsables
del trencament del DNA. L'anell biticazol de 1l'altra part
contribueix a la unid de la bleomicina al DNA. Es pensa que
la unié al DNA i el seu trencament sdén els dos pasos
essencials del procés citotdxic (Hénichart et al., 1985).

L'estimulacid de la poli (ADP-ribosilacid) esta
probablement relacionada amb el procés de reparacid de les
lesions induildes al DNA, tal com s'ha demostrat en d'altres
sistemes (Shall, 1982). S'han fet molts estudis wutilitzant
diferents classes d‘ageﬁt§ que danyen el DNA (Benjamin i
Gill, 1978; Juarez-Salinas et al., 1979; Cohen i Berger,
1981; Jacobson et al., 1985) i tots mostren la relacid entre
el metabolisme de la poli(ADP-ribosa) i 1la reparacid per
escissid de 1l'acid nucleic. Tanmateix, els agents citotdxics
que no tenen cap efecte sobre 1la integritat del DNA no
alteren tampoc els nivells intracel.lulars de NAD o el
metabolisme de la poli (ADP-ribosa) (Shall, 1984).
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Inhibidors molt variats de la poli (ADP-~ribosa)
polimerasa eviten la deplecid de NAD que es produeix quan hi
ha un increment del nombre de trencaments del DNA
(Juarez-Salinas et al., 1979; Durkacz et al., 1980).

L'activacid exhaustiva de 1l'enzim pot exhaurir el
"pool" intracel.lular de NAD 1 per tant interferir en
l'actuacid dels enzims dependents de NAD del metabolisme
intermediari, 1 produir 1l'anomenada "resposta sufcida" de
les cé€l.lules amb un DNA extensivament danyat (Berger, 1985;
Berger et al., 1986). S'ha descrit tamb& que el descens dels
nivells d'ADTP que es produeix de manera concomitant amb el
de NAD a les cél.lules tractades amb agents mutdgens . (Sims
et al., 1983) t& com a resultat un alentiment de les
reaccions que - requereixen energia, en particular la
replicacidé del DNA, la qual cosa déna més temps a les
cé&€l.lules per reparar el seu dcid nucleic (Wintersberger i
Wintersberger, 1985). \
N\

Els nivells de NAD de les c&l.lules s6n tres ordres de
magnitud superiors als dels residus “ADP-ribosa en forma
polimérica. Fins i tot wun increment de 100 vegades de la
poli (ADP~-ribosa) pot consumir només una petita fraccid del
NAD cel.,lular (Wielckens et al., 1982b). Un alt recanvi de
residus ADP-ribosil durant la reparacid® que superi la
resintesi de NAD pot conduir, perd, a la deplecid de NAD
abans descrita.

El tractament dels fibroblasts de ratoli amb MNNG
provoca un increment de més de 100 vegades dels nivells
intracel.lulars de poli (ADP-ribosa) i el recanvi &s,
efectivament, molt rapid (Juarez-Salinas et al.,1979). La
vida mitjana del polimer als ementats fibroblasts tractats
amb MNNG &s inferior a 1 minut (Jacobson et al,, 1985).

En el cas de la diferenciacid de la linia germinal
espermatogénica tant el MNNG com 1la bleomicina produeixen
només un lleuger increment de 1'ADP-ribosilacid (sec. 3.5).
Aixd va acompanyat d'un petit descens dels nivells de NAD.
Cap d'aquests dos efectes es detecta, perd, als
espermatozoides madurs. Es pot postular, doncs, gque les
c€l.lules germinals han desenvolupat uns mecanismes molt
eficients de proteccid del missatge genétic com també& uns
sistemes de reparacib molt eficacos.

Els mecanismes de proteccid poden incloure les
poliamines i més al final de l'espermiogénesi la mateixa
protamina, ja que s una protelIna molt bdsica que compacta
fortament el DNA. Les poliamines s6n unes molé&cules
carregades positivament, el contingut de les quals augmenta
durant el procés de diferenciacid (Oliva et al., 1982).
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No s'han de descartar, perd, altres hipdtesis.
Recentment s'ha demostrat que els hepatdcits de rata sdén
remarcablement resistents a la deplecid "sulcida" de NAD
postulada per Berger et al. (1986) després del tractament
amb MNNG. En canvi, s'ha observat una reduccid del 40% dels
nivells de nucledtid en els fibroblasts de ratoli tractats
amb el mateix agent mutagen (Alvarez-Gonzdlez et al., 1986).
Una gran capacitat per sintetitzar de nou NAD s'ha suposat,
doncs, que té lloc als hepatdcits qguan se'ls sotmet a agents
que danyen el DNA , de manera que s'evita la tipica
"resposta sulcida" observada a altres cél.lules. Aquesta
capacitat pot estar relacionada amb el paper central del
fetge en el manteniment dels nivells de NAD en proporcionar
nicotinamida per a la biosintesi de NAD a altres Jrgans
(Collins 1 Chaykin, 1972). Durant l'espermatogénesi les
cél.lules de Sertoli podrien &sser una possible font de NAD
per a les espermdtides.

En el cas dels agents que provoguen estats
pro-oxidants, en incrementar la demanda de destoxificacid
d'oxigen 1 radicals 1lliures, es produeix un rapid

subministrament de NAD a partir de NADH, cosa que pot
suposar el manteniment dels nivells de nucledtid (Cerutti,
1985) . Aquest mecanisme es pot postular per a la bleomicina.

L'increment de - 1la poli (ADP~ribosilacid) estd
probablement relacionat amb la reparacid de les ruptures
induiIdes en el DNA per 1la bleomicina que es detecten a les
cél.lules en diferents estadis amb l'excepcid dels
espermatozoides (sec. 3.5). Diversos agents mutdgens fan el
seu efecte sobre les espermdtides al final de
l'espermiogénesi (Sega, 1974). La major exposicid del DNA
que es troba a les espermdtides més avancades (Mezquita i
Teng, 1977a) pot suposar, doncs, una major vulnerabilitat
d'aquestes c&l.lules enfront dels agents fisics 1 quimics
capagos d'alterar 1l'dcid nucleic. Les espermatides més
avangades de rata sbn capaces de reparar el seu dany genétic
abans de la condensacid final de la cromatina (L&hdetie et
al., 1983). A més, s'ha detectat activitat DNA ligasa a les
espermdtides de be al final de 1l'espermiogénesi (David et
al., 1982). La hiperacetilacid de la histona H4 juntament
amb el rapid recanvi dels seus grups acetil que es troba a
les espermdtides més avancgades (Oliva i Mezquita, 1982) pot
contribuir també a una exposicid del DNA rapida i
reversible, que facilitaria l'accid dels enzims que
intervenen en la reparacid.

Al final de l'espermiogénesi té 1lloc una condensacid
massiva de la cromatina. El complex DNA-protamina que es
troba al cap dels espermatozoides presenta un grau de
condensacidé similar al que existeix al cap dels
bacteridfags, inaccessible a la unidé amb actinomicina D
(Mezquita i Teng, 1977a) 1 resistent a les nucleases i la
bleomicina (Young i Sweeney, 1979). L'activitat de la
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poli (ADP-ribosa) polimerasa no es detecta als
espermatozoides madurs del gall ni tampoc es pot estimular
amb tractaments com el dimetilsulfat (Corominas i Mezquita,
1985), els raigs X, el MNNG o la bleomicina. Aquest
antibidtic no provoca tampoc ruptures detectables al seu
DNA. S'ha suposat que la inaccessibilitat del DNA garanteix
la preservacid del missatge genétic enfront de les
agressions del medi ambient (Subirana, 1975; Mezquita i
Teng, 1977a).

La intervencid de la poli(ADP-ribosilacid) en el procés
de reparacid per escissid del DNA es pot donar per qualsevol
dels mecanismes ja esmentats (sec.1.2.6). Aquesta
modificacid pot servir tant per alterar de manera
transitdria l'estructura de 1la cromatina per fer-la més
accessible a la maquindria enzimdtica que intervé en la
reparacid (Aubin et al., 1983; Ueda et al., 1983) com per
modular l'activitat dels enzims que formen part d'aquesta
maquindria (Creissen i Shall, 1982; Moran i Ebisuzaki,
1985) .

Recentment Carson et al. (1986) han proposat una
relacid® entre els trencaments del DNA, el metabolisme del
NAD i la mort cel.lular programada en limfdcits humans. S'ha
postulat que aquesta mort cel.lular programada indulda per
l'acumulacid de trencaments en el DNA 3juga una paper
fisioldgic en els animals multicel.lulars (Cohen i Duke,
1984). Un dany massiu al DNA dels procariotes sovint provoca
una resposta de reparacid "SOS" que preserva la viabilitat
cel.lular a expenses d'una incrementada taxa de mutacid.
Contrdriament, el mateix grau de dany al DNA de les
cél,lules somdatiques dels organismes superiors desencadena
la "resposta sulcida".

Des d'un punt de vista evolutiu 1'eliminacié de
cél.lules somatiques amb un nombre elevat de ruptures del
DNA pot afavorir, de fet, 1la capacitat reproductiva. Per
exemple, els radicals lliures generats pels fagdcits poden
produir la transformacid maligna de 1les cé&l.lules normals
adjacents, perd només dins uns estrets marges (Weitzman et
al., 1985). Segons Carson et al., (1986) aquest fenomen es
pot explicar parcialemt per 1l'habilitat de les espécies
d'oxigen tdxic per danyar el DNA i accelerar el recanvi de
NAD. Per tant, un nombre baix de ruptures del DNA es repara
de manera eficient. Ara b&, un increment en la formacidé de
trencaments accelera la formacid de poli(ADP-ribosa) i pot
induir wuna deplecid letal de NAD i ATP a causa que les
cél.lules tenen una capacitat limitada per resintetitzar NAD
a partir de nicotinamida (fig.4.2).
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Translormation

NAD

DNA BREAKS

Fig.4.2- Possible relacid entre els trencaments del
DNA, el metabolisme del NAD i la mort
cel.lular programada (Carson et al., 1986).

Es pot postular tamb& aquest model per a les cél.lules
germinals masculines del gall. Un nombre petit de ruptures
del DNA estimula lleugerament la poli (ADP-ribosilacid) sense
produir un descens important del NAD. Aquest pot é&sser el
cas dels efectes produits pels agents estudiats. En haver-hi
pocs trencaments aguests poden ésser reparats de manera
eficient. Malgrat suposar dgque les diferents cél.lules
espermatogéniques experimenten una "resposta sulIcida" quan
el seu DNA é&s extensament danyat, es pot pensar en
l'existéncia d'uns mecanismes de proteccid molt eficagos en
vista de la importadncia de la preservacid del missatge
genétic.
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4.4. L'ESPERMATOGENESI, UN MODEL PER A L'ESTUDI DE LA
POLI (ADP-RIBOSILACIO)

Els canvis estructurals i funcionals que experimenta la
cromatina de les cél.lules germinals fan que
l'espermatogénesi esdevingui un model molt adequat on es
puguin integrar els possibles papers proposats per a la
poli (ADP-ribosilacid)

Els métodes de separacid de cé&l.lules utilitzats
permeten distingir poblacions amb caracteristiques
morfoldgiques i funcionals ben diferenciades. A més, gricies
al desenvolupament de técniques analitiques adequades, com
per exemple la determinacid dels nivells de polimer i NAD,
ha estat possible estudiar com varia la modificacid durant
l'espermatogénesi, tant en condicions fisioldgiques com
després de danyar el DNA,

La diferenciacid de la linia germinal espermatogénica
va acompanyada d'un descens global de la
poli (ADP-ribosilacid), com també& d'una disminucid de la
reversibilitat del procés. El tractament de les cé&l.lules
amb agents que lesionen el DNA estimula l'activitat de
l'enzim responsable de la modificacid a les diferents
cél.lules amb l'excepcid dels espermatozoides. Tanmateix, no
é€s possible establir, encara, com varia el grau de
modificacid d'una determinada protelna acceptadora al 1llarg
de l'esmentat procés de diferenciacid.

A la fig. 4.3 es mostren, de manera molt general i
esquemdtica, algunes de les funcions proposades per a la
poli (ADP~ribosilacid) que es poden donar durant
1'espermatogénesi.

D'una banda, la modificacié pot participar en la
condensacid de la cromatina (a través, per exemple, de la
formacié del dimer d'H1l), com també& en la seva relaxacid, i
aixi afavorir el desplacament de les histones per la
protamina.

D'altra banda, l'activacidé de la poli (ADP-ribosa)
polimerasa quan es produeixen trencaments en el DNA, tant
fisioldgics com indults, pot contribuir a la regulacid del
metabolisme de 1'3cid nucleic i, de manera més especifica,
intervenir en els processos de reparacidé del DNA.

No s'ha d'oblidar, tampoc, la regulacid de l'activitat

de diferents enzims mitjancant -+ la seva unid amb
poli (ADP-ribosa) .
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El fet que la
estructures
la poli (ADP-ribosilacid)

poli (ADP-ribosa)

sb6n

pugui tenir mides i

molt diverses permet suposar que els efectes de
diferents

segons la protefna

que accepta el polimer i el seu grau de modificacid.

La gran quantitat d'energia que inverteix la cél.lula
en modificar les seves proteines nuclears per
ADP~ribosilacib, amb la formacid de polimers més o menys
complexos, suggereix que aquesta modificacid participa en

processos bioldgics importants.
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