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Les cél.lules primordials o gondcits, d'origen
extragonadal, es <col.logquen al testicle primitiu i es
multipliquen per donar lloc als espermatogonis, cé&l.lules
ancorades a la membrana basal dels tfibuls seminifers.

Els espermatogonis tipus A sbn cél.lules grans amb un
nucli ovoide i una cromatina homogénia. Després de
successives generacions aquestes cél.lules originen els
espermatogonis tipus B, que tenen un nucli esféric més petit
i quantitats en augment d'heterocromatina. La duracié de 1la
fase S s'incrementa des dels espermatogonis tipus A als B.
purant la maduracid sexual a la pubertat, la poblacid
d'espermatogonis, diploid, es divideix i diferencia cap a
espermatScits, que sbn tetraploids.

Els espermatdcits primaris resulten de la divisid dels
espermatogonis tipus B. La major part de la sintesi de DNA
té 1lloc en aquest estadi, i la seva duracid és
considerablement més 1llarga que als espermatogonis. Els
espermatdcits primaris sén, doncs, molt més nombrosos que
els espermatogonis i formen una capa molt més gruixuda.
Aquests espermatdcits se separen de 1la membrana basal i
passen al compartiment adluminal, que estd separat del basal
per les unions existents entre les cél.lules de Sertoli. El
seu nucli §s esféric, amb un didmetre de 6 um i un volum de
110 g m (4 vegades el de les espermdtides rodones). Al
paquité la cromatina es torna fibrilosa, de manera que
s'observen fibres de 30 nm al microscopi electrdnic.
Aquestes fibres s'estenen formant "loops" perpendiculars als
elements laterals del complex sinaptinémic. Durant 1la
transicié de paquite a diploté hi ha una marcada
descondensacid de la cromatina.

Els espermatdcits secundaris, més petits que els
primaris perd més grans que les espermdtides, es troben en
baixa quantitat a causa de 1la seva rapida divisié. Aquests
espermatdcits, a l'igual que altres cél.lules premeidtiques,
meidtiques i postmeidtiques, estan connectats per ponts
intracel.lulars.

Els espermatdcits entren en meiosi per produir
espermatides haploids, c@l.lules que sense cap més divisid
comencen un procés de metamorfosi anomenat espermiogénesi
per a esdevenir vectors mSbils altament especialitzats per
al transport d'informacid genética, els espermatozoides.

A les espermétidgs rodones el nucli encara é&s esféric,
amb un volum de 25 um~, mentre que als espermatozoides é&s
allargat 3(11 pum de llarg 0.5 um'de didmetre) i t& un volum
de 2 um’(McIntosh i Porter, 1967). L'estructura de la
Cromatina de les espermdtides rodones &s similar a 1la dels
Nuclis de les cé&l.lules somdtiques. Les espermdtides
dllargades, en canvi, tenen una cromatina amb unes
Caracteristiques molt particulars:
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- aspecte uniforme sense regions eucromitiques ni
heterocromdtiques.

- relaxacid de 1la seva estructura amb l'aparicié de 11ocs
d'unidé al DNA, determinats per la iniciacid ge 1a
transcripcid per la RNA polimerasa in vitro i unis
d'actinomicina D (Mezquita i Teng, 1977a,b).

Al final de 1'espermiog&nesi t& lloc una condensacig
massiva de la cromatina, de manera que el DNA s'empaqueta ep
un volum molt petit al cap dels espermatozoides,
inaccessible a l'actinomicina D (Mezquita i Teng, 1977a,b).

Els canvis a nivell estructural de 1la cromatina van
acompanyats de canvis en 1la seva composicif. Els més
destacables s6n els seglients:

- Als estadis inicials gde l'espermatog&nesi la relacid entre
protelnes bisiques i DNA es manté& constant als voltants de
la unitat, mentre que es redueix aproximadament a la meitat
en els estadis finals (espermitides allargades i
espermatozoides) (Mezquita i Teng, 1977a).

- La proporcid de les diferents histones no es modifica
significativament al llarg de l'espermatogénesi del gall
(Mezquita i Teng, 1977a).

- Una hiperacetilacid de 1la histona H4 t& lloc als dltims
estadis. El recanvi de grups acetil &s, perd, molt elevat a
totes les fraccions (Oliva i Mezquita, 1982). A les
espermdtides allargades s'aprecia, també&, un augment d'un
conjugat d'ubigiiitina (Agell et al., 1983; Agell, 1986).

= La protamina, una proteIna molt bisica rica en arginina i
amb molta mé&s mobilitat que les histones, apareix al patré
electrofor&tic de proteiInes bdsiques de les espermitides més
avancades. Als espermatozoides madurs les histones han estat
desplacades i 1la protamina &s 1'Gnica proteina bisica
Present a la cromatina.

= El contingut en proteines no-histones €s elevat als
€Spermatogonis i espermatdcits, perd comenca a decaure a les
espermdtides primitives per a disminuir dr3sticament a les
espermdtides allargades.

= Els nivells de RNA també& decreixen al llarg de
l'espermatogénesi, de 0.21 i 0.23 a les cé&l.lules
Premeidtiques i meidtiques fins a 0.17 a les espermatides
Todones i 0.10 i 0.09 al nucli de les espermdtides
allargades i espermatozoides (Mezquita i Teng, 1977 a).
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Respecte als canvis en les funcions de la cromatina
durant l'espermatogénesi s'ha d'assenyalar:

- La replicacié del DNA té& 1lloc als espermatogonis i
espermatdcits en estadi de preleptoté&. Un petit percentatge
de DNA es replica a 1les cél.lules meiltiques al zigoté i
paguité&. L'activitat de trencament i unié del DNA gque es
troba al paquité estd probablement relacionada amb la
recombinacidé genética. Els espermatdcits estan programats
per realitzar una sintesi de reparacid dels "nicks" prodults
per l'endonucleasa meidtica en seqgliéncies especifiques del
DNA (PsDNA) a l'esmentat estadi (Hotta i Stern, 1984).

Una sintesi no programada de DNA t& 1lloc, perd, al
llarg de tota l'espermatogénesi, incloent les espermidtides
més avancades abans de la condensacid final de la cromatina.
Aquesta sintesi no programada o de reparacid s'ha descrit a
les cél.lules de la linia germinal masculina després del
tractament amb agents mutdgens (Sega, 1974; Lahdetie et al.,
1983) . L'estructura de la cromatina genéticament activa pot
fer esdevenir el DNA susceptible als mutdgens. Una
susceptibilitat similar s'observa durant els canvis
estructurals que experimenta la cromatina a
1l'espermiogénesi.

- Els espermatogonis, espermatdcits i espermiatides
primitives sén actius en transcripcid nuclear, mentre que
les espermdtides en diferenciacid i els §spermatozoides sbn
totalment inactius. La incorporacid de -"H-uridina en el RNA
dels nuclis de cél.lules testiculars del gall es troba només
en els primers estadis, perd és prdcticament indetectable a
partir de la fase d'espermdtides allargades (Mezquita i
Teng, 1977a). L'activitat de la RNA polimerasa en testicle
de ratoli és absent també als Gltims estadis de
l'espermiogé&nesi (Monesi, 1971; Tres i Kierszembaum, 1975;
Geremia et al., 1977).

A nivell citoplasmdtic un dels primers esdeveniments de
l'espermiogénesi &s la formacid de la vesicula acrosomal en
la reqgi6 de 1l'aparell de Golgi del citoplasma de les
espermdatides rodones. La vesicula augmenta de volum i
densitat i es col.loca a un extrem de la cé&l.lula i
adquireix, aixi, una estructura semblant a una caputxa,

'acrosoma, que conté& els enzims necessaris per penetrar la
Z0na pel.ldcida de 1'dvul.

La formacid del flagel comenca també a 1l'inici de
l'<~3Sp€-:‘rmiogénesi a partir d'un centriol del parell
Ocalitzat prop del complex de Golgi. Les mitocdndries
adopten wuna disposicifé helicoidal que delimita la peca
intermédia de 1l'espermatozoide.
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Associat amb el desplagament del nucli cap a la

eriféria del citoplasma de les espermdtides, un conjunt de
microt@buls citoplasmatics envolten el nucli. La major part
del citoplasma d'aquestes espermdtides es perd durant el
rocés d'alliberament de les cél.lules de Sertoli que les
envolten (espermiacid) . Aquestes cél.lules intervenen d'una
manera activa en el procés en fagocitar el citoplasma
residual (cossos residuals) i degradar-lo mitjangant l'accid
dels lisosomes (Courot et al., 1970).

L'espermatogénesi ofereix un bon model per investigar
la relacid entre el metabolisme de la poli(ADP-ribosa) i els
canvis estructurals i funcionals que experimenta la
cromatina durant el procés de diferenciacid.

D'una banda, pot permetre establir una connexid entre
la poli(ADP-ribosilacid) i algun estadi particular de 1la
diferenciacidé: -Si &s necessdria la pérdua de modificacid
perqué les cé&l.lules es diferenciln, &s raonable esperar una
caiguda en la incorporacid d'ADP-ribosa o en el contingut de
polimer, tal com s'ha demostrat a d'altres sistemes (Ueda et
al., 1983; ZLucas et al., 1984). =-Si, al contrari, es
necessita la preséncia de poli(ADP-ribosilacid) perqué es
pugui donar 1la diferenciacid (Farzaneh et al., 1982;
Johnstone i Williams 1982), es trobard un augment de la
modificacié al llarg de l'espermatogénesi.

D'altra banda, si &s certa la hipdtesi que els agents
mutdgens o els que danyen el DNA produeixen un increment en
l'activitat enzimdtica, es podrd comprovar clarament a les
espermdtides genéticament inerts, on no tenen lloc ni
ruptures ni unions fisioldgigques del DNA.

La modificacidé de les proteines per poli (ADP-
ribosilacid) s'ha estudiat in vitro als nuclis de cé&l.lules
testiculars de truita (Wong et al., 1977; Levy-Wilson, 1981)
1 també al testicle total de ratoli in vivo (Faraone-Menella
et al,, 1982; Faraone-Menella et al., 1984). Tanmateix no
existeixen dades, fins al moment, que permetin establir
Correlacions entre aquesta modificacié i els diferents
estadis de diferenciacid que es troben durant
l'espermatogénesi.
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MATERIALS I METODES



2.1. SEPARACIO DE CEL.LULES TESTICULARS DE GALL

Aquest treball ha estat realitzat amb galls de la raca
"Hubbard White Mountain" de 25-30 setmanes d'edat procedents

de l'estabulari de la Facultat de Medicina de la Universitat
de Barcelona.

2.1,1. Obtencid de cé&l.lules testiculars

El mé&tode de preparacid de 1la suspensid cel.lular a
partir d'un teixit sdlid com &s el testicle cal que permeti
obtenir un maxim de c&l.lules individuals intactes i
redueixi 1l'agregacid entre elles. Si aquesta suspensid
s'obté en un medi sense cations divalents i es tracta amb
tripsina i DNasa I s'aconseqgueix minimitzar l'agregacis i
destruir les cé&l.lules danyades. La tripsina hidrolitza els
glicopéptids que estan especificament involucrats en
1'adhesid de les cé&l.lules (Miestrich, 1977).

El procediment per obtenir les cé&l.lules testiculars ha
estat el segilient:

~ un cop mort el gall, per dislocacid cervical, se'l sagna
per seccid dels vasos jugulars
=~ 1immediatament s'extrauen els testicles, es pesen i se
separa la tnica albuginia

- ©s trosseja finament el teixit amb unes tisores durant uns
5 minuts a temperatura ambient
~ se'l col.loca en 10 volums de medi de cultiu que conté
0.1% (p/v) tripsina (Gibco) i 2 png/ml DNasa I (Sigma) i
s'incuba a 31 °C durant 30 minuts en un bany amb agitacid
moderada

Medi de cultiu: minimum essential medium (Eagle's)
hepes 25 mM
PH 7.4 (ajustat amb NaOH)

- es filtra a través de gasa o nilg, perd sense forcar-ho

. Se centrifuga a 1660*g (3000 rpm) durant 20 minuts a
temperatura ambient en en rotor Beckman JS 7.5

~_©s descarta el sobrenedant i es resuspén el sediment de
C€l.lules amb una vareta de vidre én un medi de cultiu que
conté 0.02% (p/v) inhibidor de 1la tripsina (Koch-light) i 1
Mg/ml albdmina del s&rum bovi (Boehringer)

= S'incuba durant 10 minuts a temperatura ambient i es

1ltra de nou a través de gasa
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- es dilueix en PBS (tampd fosfat 1lliure de Mg**i Ca**), al

qual s'ha afegit 0.1% (p/v) glucosa, fins a la concentracié
de cél.lules desitjada

Soluci6é tampd PBS: Na Cl 0.1

K Cl 2.7

Na,HPO,.2H,0 6.7

KHZPO 4 2 1.5

7.4

2el4pH ha d'ésser

Els espermatozoides madurs s'obtenen directament del
conducte deferent.
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2.1.2, Separacid de cél.lules testiculars per
sedimentacid a forca de gravetat unitat

El métode emprat ha estat el préviament descrit per
Oliva et al. (1982).

El principi d'aquesta separacid es basa en el fet de
deixar sedimentar una suspensid cel.lular en una solucid
tampd, el PBS (vegeu seccid 2.1.1). El sistema s'estabilitza
per un gradient de glicerol dissolt en PBS (1.5-3-6%) que
evita que les cé&l.lules es barregin com a conseqiiéncia dels
corrents de conveccib.

Les diferé&ncies de volum sdn el factor principal en 1la
separacid de cé&l.lules testiculars d'acord amb la seva
velocitat de sedimentacid sota l'accid del camp
gravitacional terrestre (1lg9).

La velocitat de sedimentacid es calcula segons la 1llei
de Stoke (Meistrich, 1977):
2/3
(pp—P,-. ) v g

nf

on s: velocitat de sedimentacid de la particula
: densitat de la particula

: densitat del fluid

volum de la particula

acceleracid de la gravetat

viscositat del fluid

coeficient de friccid

Hh3Q d o

L'aparell per a la sedimentacid consta bdsicament del
sistema creador de gradient (vasos A,B i C), d'una xeringa
per a introduir la mostra que a la vegada &s una trampa per
a les bombolles d'aire i d'una cambra de sedimentacid
cilindrocdnica de 28 cm - de didmetre (fig.2.1). Tant els
vasos com la cambra estan col.locats en fred durant tot el
procés de sedimentacid.

El vas A s'omple amb 2 litres de glicerol al 6%, el vas
B amb el mateix volum de glicerol al 3% i el vas C amb 250

.Ml de glicerol a 1'l.5%.

Les c&l.lules s'introdueixen a la cambra diluides amg
PBS que conté 0.1% glucosa fins a 'una concentracid de 16*10
c8l/ml. 80 ml d'aquesta suspensidé es col.loguen a la
Xeringa, a través dela qual s'han introduit préviament a la
cambra 100 ml de PBS. Immediatament es comenca a formar el
gradient que al principi ha de tenir un flux de formacid
ent, aproximadament 10 ml/min.
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Fig.2.1- Aparell de sedimentacid a

gravetat unitat

- Vasos A, B i C~ sistema
creador de gradient

- D- xeringa per a introduir
la mostra que serveix, a la
vegada,de trampa per les
bombolles d'aire

- E- cambra de sedimentacis
cilindrocdnica.

El temps total de separacid &s de 300 minuts, una
vegada que han entrat les cé&l.lules a la cambra.

En buidar la cambra es rebutgen els primers 1500 ml i
el volum restant es recull en fraccions de 25 ml. La
concentracid de les cél.lules de cada fraccid es detecta en
mesurar la D.O. a 600 nm, i els valors aixi obtinguts es
representen en funcid de l'ordre de sortida de cada fraccis.

Un cop obtingut el perfil dJde separacid les fraccions
s'agrupen en fraccions superiors que representen c&l.lules
en diferents estadis de 1l'espermatogénesi i tenen per tant
una velocitat de sedimentacid diferent.

El microscopi de contrast de fases permet concloure la
puresa i l'adequada separacid dels tipus cel.lulars.

Hem distingit les fraccions cel.lulars segiients:

- estadis I i II - cél.lules premeidtiques i
meidtiques, gque tenen una velocitat de sedimentacid > 4
mm/h, d'acord amb les seves diferé&ncies en la mida

- estadi III - espermdtides rodones, amb velocitat
de sedimentacid en la regid de 2-4 mm/h

- estadi IV - espermdtides allargades, que mostren
una velocitat de sedimentacid entre 1-2 mm/h i cossos
residuals

- estadi V - espermatozoides madurs, amb una

velocitat de sedimentacid de 0.5-1 mm/h
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2.1.3. Separacid de cél.lules per elutriacid

El mé&tode de separacid de c&l.lules per elutriacid va
ésser descrit per Meistrich (1977) i ha estat posat a punt
al nostre laboratori per Boix i Roca (1984).

Aquest métode consisteix ba3sicament en 1l'oposicid d'una
forca centrifuga determinada a un flux de liquid. De
l'equilibri d'ambdues forces resulta que les particules de
mides diferents formen bandes ben definides. Les bandes es
poden visualitzar a través d'un sistema estroboscdpic
(fig.2.2).
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Fig.2.2- Elements basics del sistema d'elutriacid
(Beckman Instruments).
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rementar el flux es produeix el desplacament de
n equilibri. Quan aquestes arriben a les parets
de la sortida de la cambra escapen de 1la forca
i poden ésser recollides aixi que surten de

_ inc
des e
;gents

mostra amb una concegtracié de 5*108cél.lgle§‘en PBS
. glucosa s'introdueix al rotor d'elutriacid JE-6B
~at en una centrifuga Beckman J2-21 i immediatament es
izn a recollir les fraccions.

igikflux s'augmenta en relacid al didmetre o velocitat
dimentacid a 19 de les particules segons la fdrmula:

5 rpm
F = D x Xx|——
1000

2

on F: flux en ml/min

~ p: diametre de la particula

¥+ constant de Sanderson (0.0378)
rpm: revolucions per minut del rotor

La determinacid per microscdpia de contrast de fases
- determinar la puresa i homogenelItat de les poblacions
lars obtingudes.

3000 rpm s'obtenen els fluxs seglients que corresponen
cel.lulars diferents:

3 ml/min - espermatozoides i residus
11l ml/min - espermidtides allargades i cossos
X = 19 ml/min - espermdtides rodones (amb una
ontaminacid m3xima d'un 20% d'espermidtides allargades)

= flux < 37 ml/min - cél.lules premeidtiques i
idtiques '
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2.2. AILLAMENT DE NUCLIS

Els métodes d'alllament wutilizats consisteixen en
1'homogeneitzacid de les cél.lules en uns medis que contenen
petites quantitats de ions divalents per evitar 1la
fragmentacid i reduir 1la tendéncia a 1l'agregacid. La
separacié dels nuclis del material extranuclear es fa
mitjancant centrifugacib.

A causa que els nuclis de 1les c¢é&l.lules testiculars
tenen molta activitat proteolitica associada, hem utilitzat
diferents inhibidors de proteases com s6n: fluorur de
fenil-metil-sulfonat o PMSF (inhibidor de serinproteases),
bisulfit sddic (agent oxidant i que baixa el pH a 6),
aprotinina (inhibidor de tiolproteases), leupeptin i
benzamidina.

Durant tot el procés la temperatura estd compresa entre
0°C i 4°C 1 es redueix al maxim el temps de manipulacid.

Els detergents afegits al medi d'homogeneitzacid
solubilitzen i dispersen el material extranuclear. Hem
utilitzat el tritd X-100 o b& el nonidet P-40.

El protocol seguit &s el seglient:
- s'homogeneItzen les cél.lules en 5 volums de la solucib de

sacarosa amb un homogeneitzador de vidre/teflon
solucid de sacarosa:

tris-HC1 25 mM

MgCl2 10 mM

saca¥osa 250 mM

tritd X-100 0.1 %

(o nonidet P~40 0.05 %)
pH 7.5

- se centrifuga durant 7 minuts a 1660*g (3000 rpm) en un
rotor baculant

- es torna a homogeneitzar el sediment amb la mateixa
solucid de sacarosa

- se centrifuga a 1660*g durant 7 minuts en gradient
discontinu de sacarosa 0.25M/0.88M construit manualment

- es recull el sediment de nuclis i es controla 1l'estat de
preservacid i puresa per microscdpia de constrast de fases
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En el cas de l'alllament de nuclis per a l'obtencid de
pDNA s'ha utilitzat el métode de 1l'adcid citric (Mezquita i
Teng, 1977a) per tal de minimitzar l'accid de les nucleases.
El protocol &s el descrit anteriorment excepte pel medi

utilitzat:
dcid citric 10 mM
tritd X-100 0.01 %

el pH queda 2.7-3

. Per a 1l'estudi de les proteines ADP-ribosilades, els
nuclis s'han obtingut directament del testicle després
d'homogenelItzar en el medi seglient:

sacarosa 2 M

acetat cidlcic 3.3 mM

tritd X~100 0.01 8
pH 5.8

i ultracentrifugar a 22.000 rpm durant 1 hora.
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2.4. DETERMINACIO DE L'ACTIVITAT POLI (ADP-RIBOSA)
POLIMERASA

La poli (ADP-ribosa) polimerasa necessita per actuar un
medi que contingui Mg**i un agent reductor (ditiotreitol o
2-mercaptoetanol). El seu pH Optim é&s de 7.8-8 (Ohgushi et
al., 1980).

La barreja estandard per estudiar 1'activitat
enzimdtica és:

tris-HC1 25 mM

MgCl 10 mM

2-mercaptoetanol 5%
pH 8.94

i 2 uM -7"C-NAD (Amersham)

Després d'incubar els temps adients a 37°C, es para la
reaccid amb dcid tricloroacétic (TCA) al 20% en fred i 1la
radiocactivitat del material insoluble en &3cid es determina
en filtres de vidre Whatman GF/A.
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2.5. DETERMINACId DELS NIVELLS IN VIVO DE
POLI (ADP-RIBOSA)

La determinacid - dels nivells in vivo de 1a
poli (ADP~-ribosa) presenta dificultats analitiques respecte a
la sensibilitat i selectivitat. Per exemple, quantitats en
picomols de compostos que contenen adenina derivats del
polimer s'han de mesurar en mostres que contenen micromols
d'anells d'adenina presents al DNA i RNA.

- El mé&tode de Jacobson et al. (1984) permet solventar
aquests dos problemes badsics. En primer 1lloc, utilitza
resines de boronat per a l'adsorcid quantitativa i selectiva
de 1'ADP-ribosa polimérica que prové de cél.lules o teixits.
En segon lloc, gonverteix els compostos que contenen adenina
en derivats 1,N eteno altament fluorescents i que es poden
quantificar a nivell de picomols.

2.5.1. Sintesi de dihidroxiboronil Bio-Rex

La resina de boronat se sintetitza tal com ha estat
descrit per Wielckens et al. (1981). El procediment és el
seglient:

- 25 g de Bio-Rex 70 (Bio Rad, 200-400 mesh size) es
ressuspenen en 100 ml de 0.25 M acetat amSnic pH 5.0
El pH s'ajusta a 5.0 en afegir &dcid acétic concentrat
- es renta amb 1 1 4'H,0 . €s ressuspen en 100 ml de H2
s'ajusta el pH a 5.0 a%b 6 N HCl si &s necessari
-~ s'afegeixen 2.5 g d'l-etil-3-(3-dimetil-aminopropil) -
carbodiimida (Sigma) a la suspensid de resina i s'agita
durant 15 min. a temperatura ambient
- després de comprovar el pH, s'afegeixen 2.5 g d'acid
aminofenilbordnic hemisulfat (Aldrich) dissolts en 15 ml
d'H,0 i s'agita durant 15 min. més
- §'ajusta el pH a 5.0 si &s necessari i s'agita durant 18
hores a temperatura ambient i a les fosques
(Periddicament es mira el pH i s'ajusta si cal)
- es filtra la resina i es renta amb les seglients solucions:
a) 1 1d'H,0 ’

01

b) 11 de 6.1M NH,OAc, / 1 M Ni,Cl pH 4.5
c) 11 de 0.1 M NH,HCO3 / 1 M NH,Cl pH 9.0
d) 500 ml d'H,0

e) 100 ml de “0.5 M 4&cid morfolinopropanosulfdnic o MOPS
(Sigma) / 6 M guanidina-HCl1 (Sigma, grau I)
pH 6.0 (ajustat amb HC1)
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- es resuspén la resina en 50 ml de:
0.5 M MOPS / 6 M guanidina-HCl pH 6.0 i es guarda a 4°C

La quantitat que es desitja de resina es renta pel
procediment del "batch" el dia de l'assaig. El protocol
seglient &s per 1 ml de resina empaquetada:

- es renta una vegada amb 5 ml de solucid tampd A
solucid tampd A:
acetat amdnic 250 mM
guanidina-HC1 6 M
pH 9.0
- després es fan tres rentats amb 5 ml d'HZO,
un rentat amb 5 ml de tampd A
i es resuspén en igual volum de tampd A

La resina estd, doncs, preparada per a &sser utilitzada
en el pas 2 (sec. 2.5.4).

2.5.2. Preparacid del matrex Gel PBA-60

Aquesta resina &s assequible comercialment d'Amicon
Corporation.

- es preparen columnes de 0.5 ml de resina en xeringues de
plistic de 1 ml que contenen llana de vidre

- es renta cada columna amb 5 ml de 250 mM acetat amdnic pH

4.5 i després amb 10 ml de 250 mM acetat amdnic pH 9.0
(solucid tampd B).

Les columnes ja es poden utilitzar en el pas 5 (sec.
2.5.4).
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2.5.3. Preparacid de la barreja d'enzims SVPD i BAP

La barreja de fosfodiesterasa de verf de serp (SVPD) i
fosfatasa alcalina bacteriana (BAP) s'ha de preincubar i
dialitzar per eliminar nucledsids que deriven de DNA i RNA i
ue es troben presents a la preparacié de fosfatasa
alcalina. El protocol &s el seglient:

- una barreja de 1000 unitats de fosfatasa alcalina (Sigma,
tipus III-S) i 100 wunitats de fosfodiesterasa de veri de
serp (Worthington VPH) s'incuba a 37 C durant 2 hores en un
volum final de 10 ml de 10 mM MOPS (seccid 2.6.1.) pH 7.4
que conté 50 mM MgCl

- seguidament es dlalitza aquesta solucid enfront d4d'l 1 de
10 mM MOPS / 50 mM MgCl, pH 7.4 durant 2 hores a 4°C, amb
canvis de tampd a interVals de 8 hores

- el dialitzat es dilueix fins a 40 ml amb la mateixa
solucid tampd i es guarda congelat en aliquotes 4'l ml

2.5.4. Mesura de la poli (ADP-ribosa)

El procediment seglient estada dissenyat per 108 cél.lules
01.3 g de teixit:

l- Dissolucid de la mostra- }

Les fraccions insolubles en acid tricloroacétic (TCA) al
20% procedents de cél.lules o nuclis testiculars es dissolen
en 1 M KOH, 50 mM EDTA en incubar a 60°C durant 1 hora i
agitar amb el vOrtex de manera ocasional.

Després d'aquesta incubacid es pot agafar una aliquota
per determinar DNA.

2- Unié i elucid de la resina de boronat-

La solucid es dilueix 5 vegades amb 250 mM acetat amdnic
PH 9.0 / 6 M guanidina HCl i s'ajusta el pH a 9.0 afegint-hi
aproximadament 100 nl1 de HCl concentrat.

S'afegeix 0.2 ml de 50% (v/v) de la suspensid de DHB-Bio
Rex préviament rentada i s'incuba a T ambient durant 2 hores
amb agitacid rotatdria suficient per mantenir 1la resina
ressupesa. )

A continuacid es transfereix la suspensid de resina a una
columna de polipropilé& de 0.8*4 cm (o una xeringa amb llana
ge vidre) i es renta amb 5 ml de solucid tampd A (seccid

5.1).
. Seguidament es renta amb 10 ml d'l M acetat amdnic pH 9.0
1 s'elueix amb 4 ml de H,0 a 37°C.
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L'eluit es recull en tubs de centrifuga que contenen 500
ul de solucid tampd B (seccid 2.5.2) i 500 ul de 0.5M MgCl,.

3- Digestid enzimdtica fins a nucledsids-

s'hi afegeixen 100 ul de la barreja que conté
fosfodiesterasa de veril de serp i1 fosfatasa alcalina (seccid
2.5.3) i s'incuba a 37°C durant 3 hores.

4- Formacid de derivags fluorescents-

Els derivats 1,N eteno fluorescents dels nucledsids es
formen afegint 555 1 de 2.5 M acetat amdnic pH 4.5 i 85 ul
de 7 M cloroacetaldehid i incubant a 60°C durant 4 hores en
tubs completament tapats.

5- Preparacid per a l'andlisi de fluorescéncia-

Es dilueix fins a 10 ml amb solucid tampd B (seccid
2.5.1), s'ajusta el pH a 9.0+0.2 amb NH,(aproximadament
200-250 1) i se centrifuga a baixa velocita% per eliminar
qualsevol material insoluble.

S'aplica 1la mostra a una columna de 0.5 ml de matrex Gel
PBA-60 (seccid 2.5.2) i es renta amb 10 ml de solucid tampd
B.

Els nucledsids s'elueixen amb 5 ml de 200 mM citrat sddic
pH 4.0-4.5 a 37°C.

6- Andlisi per cromatografia liquida d'alta pressid-

Els derivats fluorescents de 1la poli(ADP-ribosa) se
separen en una columna de fase reversa Beckman-Altex
Ultrasphere-0ODS (250*4.6 mm i.d.).

Les mostres s'injecten en un volum de 2 ml en 200 mM
citrat s&dic, pH 4.5.

La columna s'elueix isocrdticament a un flux d'l ml/min a
T ambient amb una barreja de 7 mM format amdnic pH 5.8 /
100% metanol (91.5/8.5).

La deteccid de fluorescéncia es fa amb un fluorimetre
Varian Fluorichrom equipat amb una font de llum de deuteri,
un filtre d'excitacid Varian 220-I i un filtre d'emissid
Varian 3-75 de 370 nm.

Els controls de rendiTﬁnt es fan wutilitzant poli-

(ADP-ribosa) marcada amb C préviament sintetitzada in
Vitro. ~

Els nucledsids RAdo (ribosiladenosina) i R,Ado
(diribosiladenosina) s'estandaritzen per abso¥cid

ultrgviolada al considerar un coeficient d'extincidé molar de
6*10” a pH 7 i 275 nm.
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2.6. DETERMINACIO DEL NAD

2.6.1. M&tode enzimdtic

L'extraccid del "pool" total de NAD i la seva mesura
s'ha fet per un assaig enzimdtic ciclic (Jacobson i
Jacobson, 1976; Jacobson et al., 1979).

El disseny basic d'aquest assaig &s el seglient:
Etanol ’\i><: iji?PES (red):><:’MTT (oxid)
acetaldehid NADH PES (oxid) MTT (red)
El component limitant &s el NAD i per tant la velocitat

del procés ciclic &s directament proporcional a la quantitat
d'aquest nucledtid.

El protocol é&s el seglient:
- Es renten 2—5*106cél.lules en PBS (sec.2.1.l1) en fred dues
vegades
- Després de centrifugar s'extrauen amb 600 ul de tampd
d'extraccid durant 2 minuts a 4°C agitant amb el vdrtex
Tampd d'extraccid:
NaOH 0.1 M
nicotinamida 1 mM
- s'afegeixen 100 ul de 0.37 M H3PO per neutralitzar
- s'afegeixen 100 ul de 2 mM~ fenazina etosulfat (PES)
preparat al moment i es deixa durant 15 min a les fosques.
La mostra es pot congelar fins al dia de l'assaig.

Les solucions de NAD estdandard (Lowry i Passonneau,
1972) sequeixen a partir d'aqul les mateixes condicions.

- se centrifuga durant 10 min per eliminar susbtdncies que
podrien interferir en la lectura de l'espectrofotdmetre
- es deixa que les mostres es tornin blaves (amb la 1llum del
sol)
- es dilueix fins a 0.5 ml amb barreja d'extraccid, si és
Necessari
Barreja d'extraccib:

6 parts de tampd d'extraccid

1 part de 0.37 M H3PO4

1 part de 2 mM PES
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- a la foscor, s'afegeixen 0.6 ml de solucid d'assaig i 0.1
ml d'alcohol deshidrogenasa (0.5 mg ADH/ml en 0.1 M Na
Bicina, pH 8) a intervals de 0.1 min.
S'agita amb el vdrtex i s'incuba a 30°C.
A un dels tubs, s'hi afegeix 0.1 ml de 0.1 M Na Bicina, pH
8, en lloc 4'ADH
Solucid d'assaig:

5 M etanol 0.12 m
1 M NaBicina 0.12 "
pH 8

0.1 M EDTA pH 7 0.05 "
100 BSA/ml HZO 0.01 "

H20 0.15 "
10 mM"MTT (Sigma) 0.05 "
20 mM PES (Sigma) 0.10 "

per assaig

El MTT (tiazoil blau) i el PES s'afegeixen just abans
d'usar
- al cap de 30 min a 30 °C s'addicionen 0.5 ml de 60 mM
iodoacetat també& a intervals de 0.1 min i a les fosques
- després d'agitar es llegeix la D.O. a 570 nm a la foscor
- es representa la corba estdndard D.O. a 570 nm vs picomols
de NAD
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2.6.2., Purificacid per cromatografia d'afinitat en
DHB~Bio Rex i HPLC de bescanvi anidnic.

El métode emprat &s el descrit per Alvarez-Gonzalez et
al. (1986). La quantificacid del NAD es fa a partir de la
fraccid soluble en dcid tricloroacé&tic al 20%, després de
precipitar les cél.lules en aquest 3dcid en fred durant 10-15
min. La fraccid insoluble en TCA 20% es pot utilitzar per
quantificar poli (ADP-ribosa) o determinar DNA i/o protelna.

1- Cromatografia d'afinitat-~

Es prepara una columna de 0.5 ml de DHB-Bio Rex (resina
empaquetada) sintetitzada tal com ha estat descrit a la sec.
2.5.1.

S'equilibra amb 2 rentats de 0.25 M acetat amdnic pH 9.0+
0.2, 5 ml cada un.

Mentre es deixa equilibrar el boronat s'afegeix 0.5 M
acetat amdnic pH 9.0 a 1l'extracte de TCA 20% fins a una
concentracié final de 100 mM acetat amdnic i s'ajusta el pH
a 9.0+0.2 amb NH,.

Es,grepara un control que tingui una quantitat coneguda
de -""C- NAD per determinar el rendiment abans i després de
la cromatografia d'afinitat. \

Es prepara un control amb una quantitat coneguda de NAD
fred per determinar el rendiment de tot el procés.

S'apliquen les mostres a les columnes de boronat i es

renta 2 vegades amb 5 ml de 100 mM acetat amdnic pH 9.0+
002.

S'elueix amb 3 ml d'H,0 pre-equilibrada a 37 °C 1
immediatament neutralitzar én afegir 15 ul d'l M KH2P04, pH
4.7 i 30 u1 de 6 M HCl. E1l pH ha d'é&sser 5-6.

2- HPLC d'intercanvi anidnic-
S'equilibra una columna Partisil-SAX amb 40 ml de solucid

tampd préviament filtrada 1 desgasificada a un flux 4'l
ml/min.

Solucid tampd:
KH2P04 50 mM
pH'5.0 ‘

S'injecten quantitats conegudes de NAD, AMP i ADP-ribosa
estandards (normalment 2,2 i 8 nmols respectivament) per
calibrar l'integrador.

S'injecta 1 ml de mostra de NAD després de diluir 400 1
de 1'eluit de la columna de boronat fins a 2 ml amb 5 mM

KHZPO ; PH 4.7 per minimitzar l'efecte de les sals en la
fesolucisé.
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2.7. ANALISI DE LA SEDIMENTACIO DELS NUCLEOIDES

Els nucleoides s'han preparat i sedimentat sequint el

métode descrit per Cook et al. (1976) amb les modificacions
introduides per Weniger (1979).

Aguest métode consisteix en una centrifugacid en
gradients de sacarosa i el seu principi &s una lisi suau de
les cél.lules que deixa el DNA en una estructura altament
ordenada i que &s fixada per residus de membranes. Aquest
DNA té, per tant, una estructura superenrotllada. Cada
trencament de cadena senzilla incrementa l'energia lliure de
rotacid del DNA, i per aquesta rad es redueix el nombre de

voltes superhelicoldals. Aixd condueix a una disminucid en
la constant de sedimentacid.

El procediment emprat &s el seglient:

- 5-8*108 cé€l.lules en PBS (sec.2.l.1l)es col.loquen al
capdamunt d'l ml de tampd de lisi préviament dipositat sobre

un gradient lineal de sacarosa (15-30% p/v) i es deixen a T
ambient durant 15 min.

Tampd de lisi:
NaCl 2 M
EDTA 100 mM
2 mM
%

Tris-HC1
Tritd X~100 0.5
pH 8.0

Solucid de sacarosa:
NaCl 2 M
EDTA 100 mM
Tris~HC1 1 mM
Bromur d'etidi 30 ug/ml
pH 8.0

a continuacid s'ultracentrifuga a 20°C i 24000 rpm durant
2 hores en un rotor Beckman SW 40 Ti.

- al final de la centrifugacid es deixen els tubs a la
_ foscor durant 60 min

~ es determina la posicid de les bandes fluorescents gridcies
a una 1llum de 360 nm o un transil.luminador.
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2.8. PURIFICACIO DE DNA

La purificacid del DNA s'ha fet mitjancant extraccions
fendliques després d'eliminar les proteines (Maniatis et
al., 1982). S'ha seguit el seglient protocol:

- s'aillen els nuclis de 1les diferents cé&l.lules amb icid
citric (sec.2.2)
- es resuspén el sediment en medi d'incubacid i es tracta
amb protelInasa K (Boehringer) a una concentracid de 200
yg/ml a 50 °C durant 3 hores

Medi d'incubacid

Tris-HC1 10 mM

NaCl 200 mM

EDTA 50 mM

SDS 0.1 %
pPH 7.4

- s'extrau suaument el DNA amb un volum igual de fenol a T
ambient durant 10 minuts

- després de centrifugar a 3.000 g i T ambient durant 5
minuts, es torna a extraure la fase aquosa amb igual volum
de fenol/alcohol isocamilic/cloroform (25/1/24)

- se centrifuga de nou i es fa una tercera extraccid de la
fase aquosa amb el mateix volum de cloroform/alcohol
isoamilic (24/1)

- es precipita el DNA amb 2 volums d'etanol (fred) a =20 °C
durant tota la nit

- després de centrifugar i rentar amb etanol al 70% es deixa
eixugar el sediment

- es digereix amb RNasa A pancredtica (Sigma) 200 ug/ml en
un medi que conté: !

NaCl 15 mM
citrat sddic 1.5 mM
pH 7.5

a 37 °C durant 1 hora

- s'hi afegeix protelnasa K 200 ug/ml i s'incuba durant 1
hora a 37 °C per tal d'eliminar la RNasa

- es torna a repetir el <cicle d'extraccions: fenol,
fenol/IAC, IAC

- es precipita amb 2 volums d'etanol a -20 °C durant tota 1la
nit
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2.9. EXTRACCIO I PRECIPITACIO DE PROTEINES

2.9.1. Extraccid amb adcid percldric 0.74 N

L'extraccid amb &cid percldric (PCA) 0.74 N permet
obtenir conjuntament la histona H1 i les proteines no
histones del grup de les HMGs. El protocol utilitzat &s el
seglient: ’

- els nuclis alllats en preséncia d'inhibidors de 1la
protedlisi (sec.2.2) se soniquen a 60 W durant 30 seg. en un
volum minim de PCA 0.74 N que conté bisulfit sddic 50 mM i
es deixen a 4 C durant 1-2 hores

- se centrifuga a 32.000 g durant 15 minuts per tal
d'eliminar les proteiInes insolubles i el DNA

- es repeteix l'extraccid amb PCA 0.74 N del sediment i es
combinen els dos sobrenedants

- les proteines es precipiten amb a8cid tricloroacétic (TCA)
a una concentracid final del 20%

- es renta el precipitat amb acetona lleugerament
acidificada (HC1l 0.1 N) i acetona i s'eixuga al buit

2.9.2. Extraccid amb 8cid clorhidric 0.3 N

En presé&ncia de HC1l 0.3 N s'insolubilitzen la gran part
de proteines no histones, i el DNA, i les histones romanen
en solucid (Johns, 1964). E1 métode emprat es descriu a
continuacib:

~ el sediment obtingut despré&s de l'extraccid amb PCA 0.74 N
se sonica a 60 W durant 30 seg. en un petit volum de HC1
0.3 N i es deixa a 4 C durant 1 hora

- després de centrifugar a 32.000 g durant 15 minuts es
precipita el sobrenedant amb TCA que quedi al 20% a 4 °C
durant tota la nit

- es renta i s'eixuga el precipitat com a l'apartat anterior

64



2.9.3. Extraccid amb SDS 0.1%

Les protelInes no histones insolubles en PCA 0.74 N i

HC1 0.3 N es dissolen en tampd de mostres de gel de SDS
segons el seglient protocol:

- el sediment que s'obté& després de l'extraccid amb HC1l 0.3
N es renta amb acetona acidificada (acetona/HCl 0.1 N) i se
centrifuga a 32,000 g durant 15 minuts
- es renta dues vegades més amb acetona i es recull el
sediment per centrifugacid -
- s'elimina l'acetona, deixant eixugar al buit, i es dissol
directament en tampd de mostres de SDS que conté' colorant.
Aquest serveix com a indicador de pH.

Tampbd de mostres de SDS

Tris-HC1 62.5 mM

SDS 2 %

glicerol 10 %

2-mercaptoetanol 5 %
pH 6.8
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2.10. TﬁCNIQUES ELECTROFORETIQUES

2.10.1. Electroforesi de DNA

Per a la andlisi de 1la integritat del DNA s'ha
utilitzat el sistema electroforétic en gels
desnaturalitzants d'agarosa (Maniatis et al., 1982).

L'agarosa es prepara al 0.8% en:

NaCl 50 mM
EDTA 1 mM

La solucid tampd de la cubeta &s:
NaOH 30 mM
EDTA 1 mM

El gel es deixa equilibrar en aquest tampd almenys
durant 30 minuts.

El tampd de mostres conté:

NaOH 50 mM
EDTA 1 mM
glicerol 2.5 %

blau de bromofenol 0.025%

L'electroforesi es desenvolupa a un voltatge de 7.5
V/cm.

La tincid amb el colorant fluorescent bromur d'etidi i
la destincid del gel es fan de la manera seglient:

- es renta el gel amb Tris-Hcl 1 M
NaCl 1.5 M
pH 7.6

durant 20 minuts per neutralitzar el gel (3 vegades)
- es fan 3 rentats de 10 minuts amb H,O
- es tenyeix amb bromur d'etidi (0.5 #g/ml) durant 45 minuts
a T ambient
- es destenyeix en fer 2 rentats de 15 minuts amb H,0

La posicid de 1les bandes es determina grdcies a un
transil.luminador.
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2.10.2, Electroforesis de protelnes

Les electroforesis es fan en gels de poliacrilamida/
acétic/urea (Panyim i Chalkey, 1969) i poliacrilamida/SDS
(Laemli, 1970).

Els gels d'urea tenen un pH acidic, de manera que les
protelnes bdsiques queden carregades positivament i migren
cap al pol negatiu.

El SDS é&s un detergent amb ca3rrega negativa que
disgrega i envolta les protelInes. Aquestes queden carregades
negativament 1 migren cap al pol positiu, amb una velocitat
que depén finicament del seu pes molecular.

Els gels acidics s6n més adequats per preservar la

integritat del polimer ja que 1la poli(ADP-ribosa) es pot
trencar més ficilment sota condicions bdsiques.

A) ELECTROFORESI D'UREA/ACETIC

Es preparen les seglients solucions "stock":

- solucid A - acrilamida (Fluka) 60 & (p/v)
bis-acrilamida (Fluka) 0.4 % (p/v)
- solucid B - &cid acétic glacial 43.2 % (v/v)
temed 4 g (v/v)

Aquestes dues solucions es guarden a 4 °C i a la
foscor.

=~ solucid C - urea (Fluka)

2,5 M
persulfat amdnic 0.25 %

5

Es prepara immediatament abans d'usar.

Els gels es fan en plaques de 0.8 mm d'espessor i totes
les solucions es filtren en Millipore (0.45 pm).

Per a gels de 20 cm la gelificacid s'aconsegueix
barrejant en fred i seguint aquest ordre:

solucid B 4 ml
solucid A 8 ml
solucid ¢ 20 ml

La barreja es desgasifica durant 15-20 minuts.
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La concentracid final en el gel &s:

dcid acétic glacial 0.9 N |
urea 4.5 M !
acrilamida 15 %
bis-acrilamida 0.09 &
persulfat amdnic 0.12 &
temed 0.4 %
Les mostres es dissolen en:
urea 8 M
2-mercaptoetanol 5 %
HC1 0.1 M

El colorant é&s el verd de metilé.

La solucid tampd de 1l'electroforesi @&s 3dcid acétic
glacial 0.9 N.

Es fa una pre-electroforesi fins que la intensitat é&s
constant i l'electroforesi es desenvolupa a 140 V.

B) ELECTROFORESI DISCONTINUA DE SDS

Es preparen 1les dissolucions seglients per al gel
separador:

- solucid A - acrilamida (Fluka) 29.2 % (p/v)
bis-acrilamida (Fluka) 0.8 % (p/v)

= solucid tampd - Tris-HCl , 1.5
SDS 0.4
pH 8.8

M
3

- persulfat amdnic - ‘ 10 %

Els gels es fan igualment en plaques de 0.8 mm
d'espessor i la solucid d'acrilamida es filtra en Millipore
de 0.45 pm.

Un gel de 20 cm es prepara en barrejar:

solucid A 16 ml
solucif tampd . 12,5 ml
HZO .20 ml
es desaireja durant 20 minuts
persulfat amdnic 100 w1l
temed 12 al
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En el cas del gel empilador (stacking) 1les solucions
sbn:

- solucid A - acrilamida 10 $

bis-acrilamida 0.5 ¢

- solucidé tampd - Tris-HCL 0.5 M
pPH 6.8

- persulfat amdnic - 10 $

- SDS - 10 %

La gelificacid s'aconsegueix barrejant:

solucid A 3 ml
solucid tampd 2.4 ml
~ H,0 4.4 ml
pérsulfat amdnic 100 ml
SDS 100 #l
temed 5 ml

Les mostres es dissolen en:

Tris-HC1 62.5 mM
SDS 2 %
glicerol 10 ]
2-mercaptoetanol 5 %

El colorant és, en aquest cas, el blau de bromofenol.

Per tal de destruir els ponts disulfur, les mostres
s'incuben a 100 °C durant 1 minut.

El tampd d'electroforesi é&s:

glicina 0.192 M
Tris-HCLl 25 mM
SDS 0.1 2 (p/v)

el pH queda ajustat a 8.4

L'electroforesi es desenvolupa a 180 V.
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C) TINCIO I DESTINCIO

El colorant utilitzat per a la deteccid de les
proteInes separades per electroforesi &s el Coomassie
brillant blue R-250 (Merck). Aquest colorant es prepara
segons la recepta seglient (Lennox et al., 1982):

metanol 5 parts
H.O 16 parts
aCid acétic glacial 1 part
coomassie blue 0.1 &

La tincib6 es fa a temperatura ambient durant 1 hora.

La destincid es fa amb canvis reiterats de la barreja
anterior sense el colorant.

|
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2.10.3. Electroforesi de poli(ADP-ribosa)

Per a 1l'estudi de 1la complexitat del polimer s'ha
utilitzat 1l'electroforesi en gel de poliacrilamida, tal com
__ha estat descrit per Alvarez-Gonzilez, 1985,

El gel es prepara de la manera segilient:

acrilamida 19 %
bis-acrilamida 1 %
EDTA 2 mM
urea 7 M
Tris-borat 100 mM
pH 8.3
persulfat amdnic 0.45 %
temed 3.4 mM

La solucid tampd de la cubeta conté:

Tris-borat 50 mM
EDTA 1 mM

El tampd de mostres és:

urea 50 %
NaCl 25 mM
EDTA 4 mM
pH 7.5
Els colorants sdn: xilenecianol 0.02 %

blau de bromofenol 0.02%

Es fa una pre-electroforesi durant 1-2 hores a 400 V.
L'electroforesi es desenvolupa a un voltatge de 400 V fins
que el blau de bromofenol ha migrat 9 cm de l'origen en gels

de 20 cm de longitut. En aquest punt es prepara el gel per a
la fluorografia.
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2.11., FLUOROGRAFIA

La determinacid dels acceptadors de la poli (ADP-ribosa)
i la andlisi de 1la complexitat del polimer s'ha fet per
deteccid fluorogrdfica a partir dels gels de poliacrilamida,
seguint el métode de Laskey i Mills (1975). Aquest m&tode
utilitza com a 1liquid de centelleig el PPO (2.5
difeniloxalat), que converteix 1l'energia de la particula
en llum visible, la qual forma una imatge en un film
sensible als raigs X.

La pre-exposicid de la pel.licula a un flash ripid
augmenta en gran mesura la sensibilitat de la fluorografia i
encara permet una interpretacid quantitativa de la imatge de
la pel.licula, 3ja que corregeix la relacid no lineal entre
la radioactivitat de la mostra i l'absorvancia de la imatge
del film.

El protocol seguit &s:

- se submergeix el gel destenyit en aproximadament 20 volums
de DMSO (dimetilsulfdxid) durant 30 minuts

- es canvia el DMSO i es deixa el gel 30 minuts més en el
DMSO fresc

- se submergeix el gel en 4 volums de PPO al 22,2 % (p/v) en
DMSO durant 3 hores

- el PPO es precipita dins el gel amb 20 volums de H
durant 1 hora

- s'eixuga el gel al buit

- es posa en contacte amb la pel.licula préviament
il.luminada amb el flash i s'exposa a -70 °C

- es deixa impressionar durant 15 o 30 dies, segons el
nombre de comptes que t&€ la mostra

2O
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2.12. ALTRES METODES ANALITICS

La determinacid del DNA s'ha fet segons el mé&tode de
Burton (1956) que es basa en la reaccid colorimétrica entre
la desoxiribosa i la difenilamina. E1 DNA s'extrau i es
digereix amb PCA 0.5 N a 95 °C durant 20 minuts. E1 DNA
estindard és de 1llet6 de vedella (Sigma) digerit en les
mateixes condicions.

Per determinar la quantitat de proteIna s'ha segquit el
protocol descrit per Lowry et al. (1951), que t& com a base
la reaccid entre les protelnes i el reactiu de
Folin-Cicalteau, en un medi alcali i en presé&ncia de coure.
Després d'extraure i digerir el DNA amb PCA 0.5 N es renta
el sediment dues vegades amb TCA al 20 %, dues m@&s amb
etanol i dues amb &ter per tal d'eliminar els 1lipids. Les
proteInes es dissolen amb NaOH 1 N i es valoren utilitzant
alblmina del sérum bovi (Calbiochem) com a estdndard.
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3.1. OBTENCIO DE CEL.LULES EN DIFERENTS ESTADIS
DE L'ESPERMATOGENESI

La dissociacid controlada amb tripsina del teixit
testicular permet obtenir wuna suspensid de cél.lules
individualitzades. La separacid d'aquesta suspensid
proporciona diverses poblacions cel.lulars que corresponen a
diferents estadis de 1l'espermatogénesi. Els dos mé&todes
emprats per separar les cél.lules han estat:

- sedimentacid a forga de gravetat unitat (sec. 2.1.2)
- elutriacid (sec. 2.1.3)

Els espermatozoides madurs s'han recollit directament
del conducte deferent.

La separacid de les cé&l.lules es fa en funcid del seu
volum i &s comparable en els dos métodes esmentats.

En el cas de la separacid per sedimentacid a forca de
gravetat unitat s'utilitza un gradient continu de glicerol
{1.5%, 3% i 6%) dilulit en PBS, tampd fosfat lliure de Mgt+i
Cat+. La concentracid de les diferents cé&l.lules de cada
fraccid es mesura en determinar la D.0O. a 600 nm. El perfil
que es mostra a la fig. 3.1 representa la distribucid de les
cél.lules testiculars 1 dels espermatozoides madurs en
funcid de la seva velocitat de sedimentacid a forga de
gravetat unitat.

Les fraccions que s'obtenen corresponen a:

- estadis I i II- cél.lules premeidtiques i meidtiques
amb velocitat de sedimentacid® que depén del seu volum
(4 >mm/h.). En aquesta fraccid s'hi +troben també
cél.lules multinucleades. Els eritrdcits sedimenten en
la mateixa regid, perd la seva preséncia es pot
eliminar dessagnant b& l'animal.

- estadi III - espermdtides rodones, amb una
velocitat de sedimentacid en la regid de 2-4 mm/h.
Aquesta fraccid pot estar contaminada per espermdtides
allargades {(mdxim d'un 20%).

- estadi IV - espermdtides allargades que tenen una
velocitat entre 1-2 mm/h. i cossos residuals.

- estadi Vv - espermatozoides testiculars amb una
velocitat de 0.5-1 mm/h.
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Fig.3.1- Distribucid de les cél.lules testiculars
del gall en funcid de la seva velocitat de
sedimentacib a forg¢a de gravetat unitat.
Les cé&l.lules s'han separat durant 5 hores
a través d'un gradient de glicerol de 1'l.,5~
3-6% en PBS. :

0.5-1 mm/h - espermatozoides testiculars
1 - 2 mm/h - espermd3tides allargades
2 - 4 mm/h - espermdtides rodones
> 4 mm/h - c&l. premeidtiques i meidtiques
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