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En el present estudi s ha evidenciat la participacio d’ alguns membres de la familia de Bcl-2
en I'apoptosi de cél-lules germinals de rates mascles adultes tractades amb EDS i MAA,
aixi com la participacio del receptor d' estrogens b, del receptor d’androgens i de la
proteina transportadora d’ androgens, en I’ apoptosi de les cél.lules germinals secundaria a
I"administracié de MAA. Aguesta participacio s ha demostrat evidenciant la induccio dels
respectius mMRNAS, aixi com de les proteines resultants, la seqiiencia temporal d aquesta
induccio i lalocalitzacio de les proteines en els tdbuls seminifers. Tanmateix, mitjancant la
técnicadel Differential Display, s han aillat dos gens nous, Rdesi HARP, involucrats en €l

proces apoptotic induit pels dos toxics.

5.1 Apoptosi durant I’espermatogenesi normal

Durant I’ etapa postnatal, en el primer cicle espermatogénic, te lloc una ona apoptotica
massiva de les cél -lules germinals en el testicle de la rata immadura, que és necessaria pel
desenvolupament normal de I’espermatogenesi de les rates adultes (Rodriguez i cols.,
1997).

Posteriorment, durant |’ espermatogénesi normal de les rates adultes, el procés apoptotic és
esporadic i afecta principalment a les espermatogonies (Allan i cols., 1992). Els presents
resultats confirmen aquest fet, ja que en les rates adultes utilitzades com a controls, no
s observa fragmentacio del DNA al fer I electroforesi del DNA genomic en gel d’ agarosai,
per la técnica de TUNEL, es detecta alguna cél-lula positiva aillada. Aquests resultats
coincideixen amb els descrits recentment per altres autors (Furuchi i cols., 1996; Mori i
cols,, 1997; Turner i cols., 1997).

5.2 Apoptosi induida per I’administracié d’EDS i MAA

Els models d EDS i MAA ja han estat descrits com a inductors d apoptosi a les cél-lules
germinals ( Bartlett i cols., 1986; Brinkworth i cols., 1995). Es van escollir aguests models
perqué son atament reproduibles i perqué indueixen apoptosi per vies diferents, ja que
I’ objectiu general del present estudi és identificar els mecanismes comuns de regulacié de

I” apoptosi durant |’ espermatogénesi.
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L'EDS indueix apoptosi mitjancant la toxicitat que exerceix sobre les cél-lules de Leydig
(Jackson i cals., 1977; Morrisi cols., 1986). Els resultats presentats evidencien un patré en
escala en e gel d electroforesi i la preséncia de cél-lules intersticials TUNEL -positives a

les 24h després del tractament amb el toxic, confirmant doncs aquest fet.

Darrerament s ha pogut demostrar que la deplecio d’ androgens ocasionat per la desaparicio
de les cél-lules de Leydig en el model d’administracié d’ EDS provoca posteriorment una
disminuci6 dels diferents tipus cel-lulars en la majoria dels estadis del tubul seminifer,
malgrat que ho fa preferencialment als estadis VII-VIII. (Troiano i cols., 1994; Henriksén i
cols., 1995). El patré en escala observat en les mostres dels animals tractats amb EDS en €l
present estudi, aixi com I’analisi de la fragmentacié de DNA “in situ” de les mateixes
mostres, coincideixen en el fet que no només augmenta el fenomen d’ apoptosi, sind que és

maxim als 7 dies després del tractament.

Altres models de deplecié d'androgens han demostrat la induccié d apoptosi en les
cél-lules germinals en I'estadi VII del tabul seminifer aixi com els 1V-X després d’ aquesta
supressio ( Clermont i Morgentaler, 1955; Russell i Clermont, 1977; Dym i Madhwa Raj,
1977; Sharpe i cols., 1988; Bartlett i cols., 1989; Kerr i cols., 1993; Blanco-Rodriguez i
Martinez-Garcia, 1996), evidenciant que aquests estadis son els més susceptibles.

El model d'induccié d apoptosi per administracié d' una dosis de 650 mg/kg de pes
corpora de MAA a la rata adulta provoca, per toxicitat directe, la mort cel-lular
programada de forma selectiva dels espermatocits primaris en fase de paquite a les 24
hores després de I’administracio del toxic (Bartlett i cols., 1988). Coincidint amb €els
resultats descrits a la literatura (Brinkworth i cols. 1995), els presents resultats demostren
un increment massiu d’ apoptosi a les 24h després de I’ administracio del toxic, i aixo es fa
palés per la preséncia d'un patré en escala d’intensitat considerable i |’aparicié de gran

guantitat d’ espermatocits primaris en fase de paquité positius per latecnicade TUNEL.

Altres autors han publicat que els primers indicis d’ apoptosi en els espermatocits primaris
en fase de paquite es manifesten des de les 12 hores de I’administracié del toxic (Clark i
cols., 1997). Els resultats presentats demostren que els primers indicis d apoptos ja
apareixen 9 hores després de I’administracio del toxic. Aquesta discrepancia podria ser

explicada per lavia d administracié utilitzada, donat que Clark, fa servir la dosificacio ora
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(Clark i cols., 1997), mentre gue en €ls nostres experiments, I’administracio del toxic es

realitza per injecci6 intraperitoneal .

Dotze hores després de I’administracié del toxic, els estadis més afectats son del VI a
X1 (Clark i cols., 1997). Els comptatges de les cél-lules positives per a la técnica de
TUNEL, no només corroboren aquests resultats, siné que a més evidencien que els
espermatocits en fase de paguite dels estadis IX-XI1 sdn els més afectats per I’accio del
toxic, que també s afecten els espermatocits en fase de paquite dels estadis I11-1V i que no

apareixen alteracions al’ estadi VII.

5.3 Paper dels gens de la familia Bcl-2 durant I’apoptosi induida per toxics en el

testicle de la rata adulta

S ha suggerit en diverses ocasions que els androgens regulen els gens de la familia de Bcl-
2 (Rodriguez i cols., 1997; Bonkhoff i cols., 1998) encara que el's mecanismes mitjancant
els quals es duria a terme aguesta regulaci6 no es coneixen. La primera ona
d’ espermatogenesi, que culmina abans de la maduresa sexual, ve acompanyada d’ una ona
d apoptosi en les cél-lules germinals, i coincideix amb I’ expressio de grans quantitats de la
proteina Bax en les cd-lules afectades (Rodriguez i cols.,, 1997). Quan la quantitat
d androgens augmenta, coincidint amb I'arribada a I’edat adulta de la rata, I’ expressio
desapareix o disminueix fins a nivells basals segons aquests autors (Rodriguez i cols.,
1997).

A diferéncia d’ aquestes troballes, en els animals controls del present estudi s ha demostrat
I’expressio dels mMRNASs de Bax, Bcl-2 i Bcl-x. Aquest fet podria respondre a la gran

sensibilitat de latécnica d’amplificacié utilitzada.

S ha demostrat que Bax és un dels responsables de |’ apoptosi tant de les cél-lules de
Leydig com de les cél-lules germinals induida per I’administracié d EDS (Taylor, 1998;
Woolveridge, 1998). Els mateixos autors han trobat augments d’ expressioé proteica de Bcl-
2 per Western blot com a conseguiencia de I'accié del toxic. Els resultats agui presentats
recolzen aguestes troballes, ja que demostren la induccié dels mMRNAS aixi com de les
proteines Bax i Bcl-2 de manera sequencial en el temps en els animals tractats amb EDS.

Per inmunohistoquimica, es demostra la preséncia de Bax i Bcl-2 en les cél -lules de Leydig
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gue presenten una clara morfologia apoptotica a les 24 hores de I’ administracio del toxic.
Posteriorment, coincidint amb I’augment d’ apoptosi, es detecta inmunotincié per Bax a
espermatides rodones i alargades, i també per Bcl-2 a espermatocits primaris,
predominantment en fase de paquite. La seqiiéncia temporal de I’expressié ded mRNA de
Bax a les cel-lules germinals mostra un pic maxim als 5 dies després de I’administracio
d’'EDS. La proteina també presenta aquest augment sequiencial, perd e maxim s observa
als 7 dies després de I'administracio del toxic. En € cas de Bcl-2, aquest augment es

presenta de forma menys acusada.

Tambeé s ha suggerit que alguns membres de la familia de Bcl-2, com Bax, Bak i Bcl-w,
sOn responsables de |’ apoptosi induida per MAA a les cdl-lules germinals del testicle de
rates adultes (Yan, 2000). Aquests autors demostren per Western blot, un augment en
I’ expressio de la proteina BAX ales 12 hores després de I’ administracié. Els resultats aqui
presentats no només evidencien aquest fet, siné que a més demostren la localitzacié de
BAX i Bcl-2 a les cdl-lules que, per la tecnica de TUNEL, han estat detectades com
apoptotiques.

Degut a que MAA actua de manera rapida sobre els espermatocits primaris en fase de
paquite, es van examinar els nivells dels mRNASs de bcl-2, bax, bcl-x, i bcl-xs durant les
primeres hores d administracié del toxic. En les cél-lules germinals aillades procedents
dels testicles de les rates tractades amb MAA, es va observar un augment progressiu dels
nivells de bcl-2, bax i bel-x. des de 3 fins a 12 hores després de I’ administracio del toxic.
Els nivells de bcl-xs, tot i que van augmentar |leugerament, no van variar gaire respecte al's

controls.

Pel contrari, examinant I’expressié del gen bcl-x en les mostres procedents de cél.lules
totals del testicle, es va observar una resposta a tractament totalment diferent. L’ expressio
del mRNA de bcl-x. va disminuir considerablement després de I’administracié del toxic,
mentre que, inversament, el MRNA de bcl-xs va experimentar un augment molt acusat de
la seva expressio. Aquests resultats van ser corroborats per I'estudi de la variacio
d’ expressio proteica de Bcl-x, s per Western blot, on es va poder observar una disminucio
progressiva de Bcl-x_ i un augment de Bcl-xs, que va ser maxim ales 24 hores després de

I’administraci6 del toxic.
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El paper de I'augment d’ expressio dels membres de la familia de Bcl-2, tant dels que
actuen com a pro-apoptotics com del's que ho fan com anti-apoptotics en models d’ apoptosi
massiva de cél-lules germinals ha estat causa de controversia. En el model d’'EDS, s ha
postulat que I'augment de Bcl-2 podria provenir de les cd-lules que sobreviuen
(Woolveridge, 1998). Els resultats obtinguts en el present estudi de co-localitzacié de BAX
i Bcl-2 en els espermatocits primaris en fase de paquité dels tlbuls danyats fan poc

probabl e aquesta hipotesi.

S'ha demostrat que els membres de la familia de Bcl-2 formen dimers entre ells mateixos,
homodimers, o amb altres membres de la familia, heterodimers. La naturalesa d’ aquests
homodimers i heterodimers, aixi com e balanc entre €ells, determina e desti final de la
céllula que els expressa (Korsmeyer, 1995). Una possibilitat podria ser, doncs, que Bcl-2
formés heterodimers amb BAX en els tdbuls més afectats pel toxic i que aixo accelerés el
proces apoptotic com java ser demostrat en experiments “in vivo” per Oltvai i cols. (Oltvai
i cols., 1993).

Una altra possibilitat seria que Bcl-2 actués com pro-apoptotic en aguests models. Per
exemple, estudis “in vitro” han demostrat que Bcl-2 és un substrat de la Caspasa-3, i que
aquesta trenqués €l domini C-terminal de Bcl-2 i € fa perdre la seva activitat anti-
apoptotica (Cheng i cols., 1997). A més, s’ ha demostrat que el producte d’ aquesta divisié
te propietats pro-apoptotiques (Cheng i cols., 1997). Utilitzant un altre model “in vivo”
d'inducci6 d apoptosi en cel-lules germinals, la hipertermia testicular, s ha observat també
la sobreexpressio de la proteina de Bcl-2 poques hores després de sotmetre €l testicle a

I"augment de temperatura (Y amamoto i cols., 2000).

L’ augment d’ expressio de bcl-xs, aixi com la disminucié de bel-x. en el model de MAA en
les mostres de cél.lules de testicle total, suggereix un possible paper d’atres cel-lules
diferents de les germinals, en el procés apoptotic induit per aquest toxic. Malauradament,
actualment no existeixen anticossos especifics per poder comprovar aquesta hipotesi

directament.
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5.4 Paper de la Caspasa-3 com a executora de I’apoptosi induida per I’administracio
d’EDS i MAA

Diversos investigadors han demostrat la preséncia de la Caspasa-3 en la fraccio
citoplasmatica de cél-lules en diversos teixits en forma de precursor inactiu, i la seva
activacio proteolitica durant el procés apoptotic (Schlegel i cols., 1996; Wang i cols,,
1996). En e present estudi es demostra la preséncia de nivells basals del precursor inactiu
d’ aguesta caspasa, tant anivell de mRNA com de proteina, en els testicles de totes les rates

controls analitzades.

Per explicar 1a connexio entre els membres de la familia de Bcl-2 i les Caspasses, es va
suggerir un model mitjancant el qual els membres pro-apoptotics de la familia de Bcl-2
podien estimularien I'activacié de les Caspasses després de rebre una senyal inductora
d’ apoptosi, i els membres anti-apoptotics podrien prevenir aquesta activacio (Rao i cols.,
1997). Posteriorment, s’ ha demostrat que |’ activitat de les Caspasses esta regulada per la
familia Bcl-2 (Reed, 1997; Chao i cols., 1998; Adams i cols., 1998; Green i cols., 1998;
Green, 1998). Utilitzant un model de torsio testicular, s ha demostrat una sobreexpressio
delsmRNAs de Bax i Caspasa-3 ales 24 hores d’ aplicar latorsié (Lysiak i cols., 2000). En
el model d apoptosi de les cél-lules de Leydig induit per I’administracio del toxic EDS,
també ha estat demostrada la participacio de la Caspasa-3 (Jong-Min i cols., 2000).

Els resultats presentats demostren la presencia d’ una de les formes actives de la Caspasa-3
a les 24 hores de I'administracio d'EDS. També es demostra, per primera vegada,
I’ activacié d aquesta forma activa de 20 kd as 5 i 7 dies després de I’administracié del
toxic aixi com I’augment en I’ expressié del mRNA de la Caspasa-3 ales 24 horesi als 3, 5
i 7 dies després de I’administracio del toxic, fets que evidencien la participacio d’ aguesta

proteina en e complex procés d apoptosi que te lloc en aquests model.

En e model d apoptos induida per MAA, es demostra també, per primera vegada, un
augment en I’ expressié del MRNA de la Caspasa-3 des de les 6 fins ales 12 hores després
de I'administracio del toxic, aixi com la seva activacio a partir de les 9 hores

d’ administracio del toxic, per |’ aparicio de les dues formes actives de la proteina.
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5.5 Receptors esteroidals durant I’espermatogenesi

El mecanisme mitjancant el qual els androgens regulen el procés espermatogenic encara no
sha entés completament, malgrat que, €l que s que es sap amb certesa, és que es
necessiten uns nivells adequats d’ androgens per a que I’ espermatogenesi es completi amb
normalitat (Sharpe, 1994). Els androgens realitzen les seves funcions mitjangant la seva
unié al receptor d’'androgens (AR). La localitzacié del tipus cel-lular on resideix aquest

receptor ha estat motiu de controvérsia.

Els primers estudis realitzats, van afavorir la hipotesi de que tant les cél-lules germinals
com les cé-lules sométiques expressaven e receptor (Wright i cols., 1980). Altres
investigadors, pero, van ser incapagos de localitzar-1o a les cél-lules germinals (Anthony i
cols., 1989). Estudis més recents, encara mantenen aquesta polémica, uns localitzant-lo
tant a cel-lules somatiques (cel-lules de Sertoli, cel-lules de Leydig i cél-lules peritubulars)
com a cél lules germinals (espermatides allargades) (Vornberger i cols., 1994), i uns atres

tan sols ales cdl.lules somatiques (Bremner i cols., 1994).

El que s s'ha consensuat per tots els grups és que, I'expressié de I'AR ales cdl-lules de
Sertoli és estadi depenent (Vornberger i cols., 1994; Bremner i cols., 1994). Durant €l
procés espermatogenic, I'express6 d’AR presenta un pic en €els estadis VII-VIII,
disminueix als estadis I11-1V, i és minima a la resta d’ estadis del cicle espermatogenic
(Bremner i cols., 1994). Aquests resultats suggereixen la regulacié de I’ espermatogenesi

per part dels androgens.

En e present estudi, sha pogut corroborar |'expressio estadi depenent durant
I’espermatogénesi de la rata adulta. No s'ha trobat expressi6 d'AR a les cdl-lules

germinals.

Recentment ha guanyat molta importancia la idea de que €els estrogens podrien tenir un
paper important en la fertilitat masculina (O’ Donnell i cols., 2001). L’ accié dels estrogens
es realitza mitjancant la seva uni6 a receptors esteroidals especifics (Mangelsdorf i cols.,
1995). Es coneixen dos receptors que medien I’ accié dels estrogens, ERa (Jensen i cols,,

1973) i ERb (Kuiper i cols.,, 1996; Tremblay i cols., 1997; Mosselman i cols., 1996).
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Com en d casde |’ AR, existeix molta controversia en la localitzacio d aquest receptor en
el testicle de diferents espécies a l'edat adulta. A la rata, mitjancant estudis
immunohistoquimics, a cél-lules de Leydig s'ha localitzat ERa (Fisher i cols.,, 1997,
Pelletier i cols., 2000; Saundersi cols., 2001), pero no ERb (van Pelt i cols., 1999; Pelletier
i cols., 2000). Per altra banda, s'ha pogut localitzar ales cél.lules de Sertoli tant e mMRNA
com la proteina d’'ERb (Saunders i cols., 1998; van Pelt i cols., 1999; Shughrue i cols.,
1998; Pelletier i cols., 2001), perd no de manera estadi depenent (Saunders i cols., 1997,
Saunders i cols.,, 1998). No existeixen treballs que demostrin |'expressi6 d'ERa en

aguestes cél lules.

Sembla ser que ERb és1’ tnic receptor que s expressa ales cél.lules germinals, malgrat que
S ha descrit expressio d ERa en espermatocits i espermatides (Pelletier i cols., 2000).
Alguns autors localitzen ERb en espermatogonies tipus A (van Pelt i cols., 1999) i en
espermatogonies tipus B (Saundersi cols., 1998), pero d’ atres no (van Pelt i cols., 1999).
ERb també ha estat trobat en espermatocits primaris en fase de paquite i espermatides
rodones pero no en espermatides allargades (Saunders i cols., 1998; van Pelt i cols., 1999;
Shughruei cols., 1998).

En e present estudi, hem pogut trobar expressio del mRNA d ERb tant en mostres
procedents de cél-lules germinals aillades com de cél.lules totals de testicle de rates
control. Mitjangant estudis immunohistoquimics, utilitzant dos anticossos comercials
diferents, s'ha localitzat la proteina a cél-lules de Sertoli sense cap patr0 estadi depenent,
resultats que coincideixen amb €els trobats per Saunders (Saunders i cols., 1998). També
hem localitzat 1a proteina en espermatocits primaris en fase de paquité i en espermatides

rodones.

5.6 Paper dels receptors esteroidals en I’apoptosi induida al testicle de la rata adulta

En e model d'EDS, la deplecié d androgens és deguda ala mort de les cél lules de Leydig
(Troiano i cols, 1994). En els resultats presentats, la disminucié dels androgens
s acompanya de la disminucié d’ expressio del mRNA i de la proteina del receptor
d’ androgens. Aquesta disminucio és evident en els estudis realitzats per RT-PCR asdies 3

I 5 post-tractament i en els estudis realitzats per inmunohistoquimica, on assoleix nivells
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indetectables als dies 5 i 7 post-tractament. Ademeés, la induccié d’ apoptosi te lloc als
mateixos tipus cel-lulars del testicle descrits en altres models de deprivacio d’ androgens

(Henriksén i cols., 1995; Blanco-Rodriguez i Martinez-Garcia, 1996).

Cadl ressdltar que, a la inmunohistoquimica, s observa una induccié marcada d’'AR a les
cél lules de Sertoli 3 dies després d’ haver administrat el toxic. Aquest fet podria ser degut a
un mecanisme compensatori inicial per part de les céllules de Sertoli, per intentar mantenir

laresposta al detectar unadisminucio en el nivell dels androgens.

Pel que faal’expressié d'ERb no s han observat canvis significatius com a consequiéncia

del tractament amb EDS.

El toxic MAA ha estat utilitzat per estudiar la regulaci6 de I’ espermatogénesi per part dels
androgens (Bremner i cols., 1994). En els animals exposats a toxic 3, 7, 14, 21 i 24 dies,
aguests investigadors no van observar canvis en el patro d’ expressiéo d’ AR comparant amb

els animals control.

El present estudi ha servit per evidenciar |’existéncia de canvis en € patré d expressio
d’ AR en els diferents estadis del cicle espermatogénic, amb I’ aparicié d' un pic d’ expressio
d' AR as estadis I11-1V ales 6 i 9 hores després de I’ administracio del toxic, i passant als
estadis XI-XII després de 12 hores d’ exposici6 al toxic. A diferencia dels estudis realitzats
per Bremner (Bremner i cols., 1994), aquests s han realitzat tenint en compte la rapidesa
amb la qual € toxic exerceix la seva acci6 sobre les cel-lules germinalsi s han estudiat els
possibles canvis produits durant les primeres 12 hores dexposicio. Aprofitant la
possibilitat d utilitzar noves tecnol dgiques, com el LCM, hem estudiat aquestes variacions
a nivell dexpressi6 de mRNA i de manera estadi especifica, amb la consequient

corroboraci6 dels resultats obtinguts amb els estudis immunohistoquimics.

Amb anterioritat sha demostrat que e toxic MAA no només te efectes sobre els
espermatocits primaris en fase de paquite, sind que també produeix canvis en |’ expressio
de diversos gens a les cél -lules de Sertoli (Wang i cols., 2000). Per tal d’ esbrinar si aquests
canvis han estat produits com a consegiencia de I’accio del toxic directament sobre les
cél-lules de Sertoli, o bé son deguts a dany produit a les cél-lules germinals, es van

realitzar estudis “in vitro” de I’accio del toxic en linies cel-lulars de Sertoli. Els resultats
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obtinguts demostren que no hi ha canvis ni en I’expressié del mRNA ni de la proteina
d’ AR després d’ exposar aquestes linies cel lulars a toxic, fet que suggereix que lavariacio
en e patro d expressio d'AR és una resposta a la perdua de les cél-lules germinals en €l

tubul seminifer.

Donat que I’ ABP ha estat recentment relacionada amb I’ apoptosi de les cél -lules germinals
del ratoli transgénic que sobreexpressa aquesta proteina (Selvai cols. 2000), i que el MAA
a més d'induir apoptosi a les cél-lules germinals també provoca canvis en |’expressio
d’'AR, vam decidir estudiar quines variacions podria produir aguest toxic en I’ expressié
d ABP.

Els estudis d’ expressio de mMRNA en les mostres procedents de testicles sencers d’animals
tractats amb MAA, juntament amb els reditzats a les mostres procedents dels tubuls
seminifers capturats de manera estadi especifica, i els estudis d’expressio de mRNA i
proteinaaleslinies cel-lulars sotmeses a tractament amb MAA, van posar de manifest una

accio directe del toxic en I’ expressié d ABP per part de les cél -lules de Sertali.

El fet que no aconseguissim detectar expressio del mRNA d ABP as estadis VII-VIII en
els animals control, i posteriorment S observés un augment progressiu de la seva expressio
en aguest estadi a mida que augmentava el temps d’ exposicio a toxic, va suggerir una
possible accid protectora d aquesta proteina en front de I’accié del toxic, ja que és en
I’estadi V11 on els espermatocits primaris en fase de paquite no pateixen apoptosi després

de |’ administracio del toxic.

Larelacio entre els receptors esteroidals i |’ apoptosi ha estat objecte d’un extens andlisi.

En € cas especific de I'ERb perd, existeixen poques dades a respecte. Tan sols aguns
treballs realitzats a cervell descriuen el possible paper d’ aquesta proteina a |’ apoptosi de
neurones sota certes circumstancies (Sawada i cols., 2000; Nilsen i cols., 2000). La falta
d’ expressio d'ERb en els espermatocits primaris que degeneren per apoptosi després del

tractament amb EDS, suggeriria gue sn necessaris els androgens per la seva expressio.
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En e present estudi demostrem un increment considerable del mRNA aixi com de la
proteinad’ ERb en relacié amb el temps d' exposicié al toxic, apareixent pics d expressio a
les 9 i 12 hores respectivament, després de I’administracié del MAA. L’augment de
I’ expressié del mRNA d ERb s ha demostrat en els tdbuls seminifers afectats capturats per
lasser respecte als controls. A nivell de proteina, hem estat capagos de localitzar un
increment notable en la immunoreactivitat a I'ERb en el citoplasma dels espermatocits
primaris en fase de paquité dels tlbuls seminifers afectats. També hem demostrat, per
Western blot, un augment en |’expressié d’ERb en les fraccions proteiques citosoliques i
no en les nuclears. Per verificar els resultats obtinguts per Western blot i
immunohistoquimica, s han utilitzat anticossos de dues cases comercials diferents, i s'ha
realitzat bloqueig amb €l peptid a partir del qual havien estat generats.

Aquests resultats han suggerit dues preguntes: la primera, si €l toxic MAA afecta directa
i/o indirectament als nivells d ERDb i, la segona, si I'ERb esta directament relacionat amb
I" apoptosi del's espermatocits primaris en fase de paquité induida per MAA. Per respondre
alaprimera pregunta, s han realitzat experiments en col -laboracié amb el Dr. McDonell, €l
qual ha posat ha punt un sistema d’ activacié de receptors esteroidals “in vitro” (Gaido i
cols., 2000). Mitjancant agquest sistemma hem demostrat que, “in vitro”, el MAA per s sol
actua com un lligant dERb aconseguint nivells d activacié del receptor equiparables as
assolits per I'estradiol, es a dir, que actuaria com un agonista i que, conjuntament amb
I"estradiol, és capac de triplicar I'activitat del receptor, fet que demostra una activitat

sinergicamolt elevada.

Respecte ala segona pregunta, es coneix que e tractament amb estradiol indueix |’ apoptosi
d els espermatocits primaris en fase de paguite, i que aquestes cél -lules son més sensibles a
la degeneracié ads 5 dies del tractament en els estadis VII-VIII (Blanco-Rodriguez i
Martinez-Garcia, 1996). Malgrat que en aquest estudi els canvis degeneratius van ser
atribuits a la supressié hormonal, €l fet de que es trobessin un gran nombre de cel-lules
apoptotiques en uns altres estadis, aixi com € descens en € nombre d’ espermatocits
primaris en degeneracio a |’estadi de metafase després de 15 dies de tractament, va
suggerir als autors que I’ efecte podria ser degut a I’accié de I'estradiol sobre els seus
receptors mitjancant e mecanisme classic lligant depenent (Blanco-Rodriguez i Martinez-
Garcia, 1996).
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En el model del MAA, donada la rapidesa d accio del toxic i lalocalitzacio citoplasmética
d'ERb en els espermatocits primaris en fase de paquité, el mecanisme classic d accio
mitjancant la unié a DNA i activacio transcripcional dels gens en resposta a esteroides,
seria poc probable. Una explicacio podria ser que el MAA actués com un antagonista “in
vivo” en comptes d’ agonista com ho fa “in vitro”. Resultats similars han estat demostrats
pel fitoestrogen Coumestrol (Patisaul i cols., 1999).

Finalment, els resultats obtinguts en els experiments “in vitro”, juntament amb les dades
obtingudes en € ratoli transgénic d’ ABP, on s observen increments en |'expressié del
MRNA d ERb i immunoreactivitat de la proteina en e citoplasma dels espermatocits
primaris en apoptosi (Selva i cols., manuscrit en preparacio), suggereixen que, o bé la
localitzacié de I'ERb a nucli és imprescindible per la progressié de la meiosi i la seva
manca produeix parada espermatogenica i apoptosi, o bé I'ERb en € citoplasma de les

cel -lules germinals te una accio directa en apoptosi.

5.7 Nous gens involucrats en el procés apoptotic

Diferents técniques moleculars han estat utilitzades en I’ aillament de nous gens relacionats
amb el procés apoptotic induit per diferents tractaments inductors. Mitjancant la técnica
d Hibridacié Substractiva, han estat identificats nous gens que es sobreexpressen en
resposta a |’ estimul apoptotic i d’atres que son inhibits (Wang i cols., 2000). L’Us de
llibreries substractives de cDNA també ha donat Iloc a la identificacié de nous gens
implicats en apoptosi (Bruyninx i cols., 1999). Un altre métode utilitzat per trobar nous
gensinvolucrats en processos apoptotics ha estat la comparacid de sequiencies amb dominis
relacionats amb funcié apoptotica i € disseny de sondes per tal de fer screenings de
llibreries de cDNA (Conway i cols., 2000). La técnica de Differential Display també ha
estat utilitzada per trobar nous gens expressats durant |’ espermatogenesi (Catalano i cols.,,
1997).

Amb la intencié de trobar nous gens involucrats en e procés apoptotic, hem utilitzat

aquesta darrera técnica. Comparant les variacions d' expressio entre els RNAs de mostres

procedents de cel.lules germinals aillades de testicles de rates control amb els RNAs de
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mostres procedents de cel.lules germinals aillades de testicles de rates tractades amb 2
toxics inductors d apoptosi (EDS i MAA) que presenten mecanismes d'accié diferents,
hem aillat aquells RNAS que es sobreexpressen en els temps maxims d exposicio als dos
toxics ahora, eliminant aquells que només estan sobreexpressats en un o en altre per
separat. D’aquesta manera, només els RNAs veritablement involucrats en e procés
apoptotic han estat aillats. Tan sols dos dels diferents clons aillats per aguesta técnica han
demostrat una veritable diferenciaitat per Northern blot (clons A9 i C9).

El clon A9 presenta una elevada homologia amb Mdes, I'homodleg d’ una desaturasa aillada
en espermatocits degenerants de Drosofila (Endo i cols., 1997), mentre que €l clon C9
presenta una elevada homologiaamb el gen HRP-1 de ratoli, un membre d’ una familia de

factors de creixement procedents d’ unalinia cel -lular d’ hepatoma (I1zumoto i cols., 1997).

Mitjancant el screening d’una llibreria de cDNA de rata amb una sonda dissenyada a partir
de la sequiencia del clon A9, hem dillat i identificat la seqliéncia codificant d’ aguest clon.
Aqguesta sequiencia presenta una llargada de 1391 pb, amb un ORF de 972 pb que codifica
per una proteina de 323 aminoacids, d' un pes molecular predit de 37 kd. Tan el cDNA com
la proteina presenten un grau d’homologia molt elevat amb diferents homolegs d’'una
proteina de transmembrana identificada com a una desaturasa aillada inicialment en
espermatocits primaris de Drosofila (Endo i cols., 1996). Per aquest motiu hem designat
aquest clon amb € nom de Rattus norvergicus degenerative spermatocyte-like protein
(Rdes), i hem introduit la seqiencia en e banc de dades Genbank amb el n° d accés
AY 036902

Mitjancant el disseny d'una parella d encebadors, un complementari a la zona 3
continguda en € clon A9 i que presenta una homologia molt elevada (90%) amb
I’Hepatoma derived growth factor related protein 1- mouse, i un altre dissenyat de manera
gue fos complementari a I’extrem 5 d’aquest mateix mRNA i que inclogués a la seva
sequencia I’ ORF complert d' aquest gen, i utilitzant cDNA procedent de testicles de rates
tractades amb MAA, s ha obtingut per PCR una Unica banda d’ una grandaria de 1,3 kb
aproximadament, que juntament amb el fragment del clon C9 conformen una seqliencia de
1512 ph. Aquesta sequiencia conté un ORF de 891 pb que codifica per una proteina de 296
aminoacids, d’ un pes molecular predit de 33 kd. El fet de presentar un grau d’ homologia

tan elevat amb la familia de factors de creixement HDGF, d haver estat localitzat per
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hibridacié “in situ” a les cél-lules que degeneren i depresentar un domini format per
tandems de Pro-Glu, que no contenen cap dels altres membres aillats fins ara d’ aguesta
familia, ens ha dut a considerar-lo un nou membre de la mateixa i anomenar-lo Hepatoma
derived growth factor Apoptosis Related Protein (HARP).

5.8 Desaturases i el seu possible paper en apoptosi

Lafuncio principa de les desaturases és insertar dobles enllacos en posicions especifiques
de la cadena d’' &cids grassos, regulant d’aquesta manera €l grau de desaturacié d’ aquests
(Jeffcoat i cols., 1984). En € transcurs dels Ultims anys se' Is ha descobert d’ altres funcions
(Endoi cols., 1996; Endo i cols., 1997; Cadenai cols., 1997).

Malgrat que un dels primers membres d aguest grup de desaturases, des-1, ha estat
implicat en I’inici de la melosi dels espermatocits primaris durant |’ espermatogenesi de
Drosofila (Endo i cols., 1996) i que el seu homoleg en ratoli, Mdes, també ha estat implicat
en aguest procés (Endo i cals., 1997), hi ha poca informaci6 de la veritable acci6 d aquest

enzim ales cél.lules germinals durant €l procés espermatogenic.

El fet d haver aillat ed MRNA de Rdes sobreexpressat en les cél.lules germinals procedents
de testicles de rates que han estat sotmeses a tractaments inductors d’ apoptos, i d haver-lo
localitzat no només en cél.lules degenerants, sinG que també en cél.lules somatiques del
testicle de rates control, ens porten a hipotetitzar que Rdes podria jugar un paper important

en el proceés apoptotic.

L’excés en la funcid d’alguns gens reguladors de la segona divisi6 meiotica durant
I’ espermatogénesi, com el gen rux, donalloc a una aturada meioticai ala degeneracio dels
espermatocits primaris (Thomas i cols,, 1994; Gonczy i cols., 1994). De la mateixa
manera, la sobreexpressié de Rdes deguda a I’ acci6 del toxic podria donar Iloc a un excés
de la seva funcié en la iniciacié de la meiosi, i provocar una aturada en el procés
espermatogenic i la consequient activacio del mecanisme apoptotic. Per confirmar aquesta

hipotesi, s haurien de fer estudis d’ expressio proteica aixi com de funcionalitat.

A I'igua que € seu homoleg huma, MLD o Hdes (Cadena i cols., 1997), Rdes no és

exclusiu de testicle siné que I’ hem trobat expressat en gaire bé tots els teixits analitzats per
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Northern blot. S'ha demostrat que la sobreexpressié de MLD provoca la inhibicié de la
biosintesi de I’Epidermal growth factor (EGF) receptor, suggerint un paper d aquesta
desaturasa en laregulacio del procés biosintetic d’ aquest receptor (Cadenai cols., 1997).

EGF ha estat considerat important pel bon funcionament de I’espermatogenesi (Yan,
1998). La disminuci6 en la biosintesi del seu receptor, podria fer inviable la seva funcié
durant I'espermatogénesi i desencadenar € procés apoptotic. Maauradament, la
sobreexpressié de Rdes en els nostres models d'induccié d’ apoptosi no va dona lloc a una
inhibicié de I'expressié del receptor d'EGF (dades no presentades), per la qual cosa
aguesta no seria un cami viable d'accié de Rdes. Malgrat tot, de la mateixa manera que
MLD regulalabiosintesi del receptor d' EGF a nivell de reticle endoplasmétic, Rdes podria
estar regulant la biosintesi d’altres receptors importants pel procés espermatogenic i que
son sintetitzats en €l reticle endoplasmatic de les cél lules. Serien necessaris llavors, estudis
d’interaccié proteica en e sistema de dos hibrids en llevat per tal d’ esbrinar a quines

proteines es capag d unir-se Rdes.

Les desaturases també han estat implicades en la conversié de les dihidroceramides en
ceramides, lipids bioactius involucrats en processos de creixement cel-lular, diferenciacio i
apoptos (Geeraert i cols., 1997). Aquesta podria ser una altra explicacio per I’ augment en

I’ expressié de Rdes observada en els models d’ apoptosi estudiats.

El sistema mitjancant €l qual les desaturases exerceixen aguesta accié consisteix en un
serie de reaccions acoblades que transporten electrons des d'un cofactor donador
d electrons fins al’ oxigen, que actua com acceptor (Geeraert i cols., 1997). El cofactor que
intervé en aquest procés és NADPH (Lee i cols., 1973). La ceramida un cop formada,
podria ser la responsable de I’ activacié de Bax, teoria que concordaria amb €ls resultat
obtinguts de sobreexpressié de bax en aquests models. Per tal de corroborar aquesta
hipotesi, seria necessari la realitzacio d’ experiments que demostressin |’implicacio de les
ceramides en aguests models, aixi com estudis “in vitro” mitjancant els quals es pogués
demostrar que aquesta desaturasa intervingués en la conversié de la dihidroceramida en

ceramida.
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5.9 Possible paper d’un nou membre de la familia de factors de creixement HDGF en

el procés apoptotic

El ¢cDNA d'HDGF va ser purificat a partir de la linia cel.lular humana derivada
d’ hepatoma mitjancant I’ aplicacio d’'un medi condicionant, HUH-7, i es va demostrar la
seva activitat estimuladora de creixement en fibroblastes i cél.lules d’ hepatoma (Nakamura
i cols.,, 1989). Recentment han estat clonats 3 nous membres d aguesta familia, HRP-1,
HRP-2 (Izumotoi cols., 1999) i HRP-3 (Ikegamei cols., 1999).

Com €ls altres membres d’ aquesta familia de proteines, HARP conté una seqliencia de 98
aminoacids a I’extrem N-terminal anomenada domini PWWP, que podria jugar un paper
molt important en les unions entre proteines o amb el DNA a nivell de nucli. La proteina
predita per HARP conté una senyal de localitzacié a nucli (bipartite NLS). Aquesta senyal
també ha estat trobada a les sequencies dels altres membres de la familia. Mitjancant
estudis immunohistoquimics, HRP-1 ha estat |ocalitzat en el nucli d’ espermatocits primaris
en fase de paquite i espermatides rodones (Kurodai cols., 1999). A més s ha demostrat que
HRP-3 pot translocar-se a nucli per exercir la sevafuncio (Ikegamei cols., 1999). Tot aixo

fa pensar que HARP podria actuar principalment en el nucli.

Malgrat el seu alt grau d’homologia amb HRP-1, I’analisi per Northern blot ens ha mostrat
gue HARP s expressa en un ampli ventall de teixits, i no ho fa exclusivament a testicle
com HRP-1, encara que sembla que és en aquest teixit on s expressa de manera més
abundant. Ademés, en funcio del teixit on s expressa, s han observat transcrits de diferent

mida. Lafuncié que pot tenir en aquests altres teixits queda oberta a investigacio.

HDGF i HRP-3 han estat involucrats en processos de proliferacié cel.lular (Izumoto i cols,,
1999; Ikegamei cols., 1999). HRP-1 ha estat considerat com un gen important en la meios
durant I’ espermatogenesi (Kurodai cols., 1999). Sorprenentment, en el present estudi hem

aillat un nou membre d’ aquesta familia a partir de dos models inductors d’ apoptosi.

Gracies as estudis de locditzacio de la proteina HRP-1 en els testicles sotmesos als
tractaments inductors d’ apoptosi hem pogut deduir que HARP no és |I’homoleg de HRP-1,
donat que no hem localitzat HRP-1 en les cél.lules que degeneren. La demostracio de

I”augment de la seva expressio en els animals tractats amb els 2 toxics per Northern blot,
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juntament amb la localitzacié del mMRNA d’HARP tant en els espermatocits primaris en
fase de paquite que degeneren després de I'administracio de MAA, com ales cél.lules de
Leydig que degeneren degut als efectes de I'EDS, per hibridacio “in situ”, ens a suggerit
que HARP és un nou membre de la familia de factors de creixement HDGF i podria tenir

un paper important en el procés apoptotic.

Un fet diferencia entre HARP i |la resta de membres de la familia de proteines HDGF, és
I"aparicié d’un domini ric en tandems Pro-Glu. Existeixen moltes proteines que contenen
repeticions de dipéptids en tandem. S ha suggerit que aquests tandems serien dominis
d activacio de factors de transcripcié (Mermod i cols., 1989). Alguns exemples d’ aquestes
proteines inclouen €l receptor per larianodina (Otsu i cols., 1990) i € factor de transcripcio
E1A (Lafreniere i cols, 1994), que ha estat implicat en processos de creixement,

diferenciacié i apoptosis (Breckenridge, 2000).

Per dtra banda, altres autors han aillat 2 nous cDNASs que codifiquen per proteines que
presenten repeticions en tandem de dipéptids Pro-Glu mitjancant €l screening de llibreries
de cDNA (Geertman i cols., 1996). Aquestes proteines contenen en la seva segiiencia una
senya de localitzacié nuclear (NTS) semblant a la que apareix en HARP. Ademés
contenen 6 llocs potencials de fosforilacié per la CK I, en comparacié amb els 4 que
presenta HARP. La CK |l ha estat implicada en la regulacié de successos nuclears per
fosforilaci6 de certes proteines nuclears com c-myc, c-jun, i SV-40 large T-antigen
(Litchfield i cols., 1993). Malgrat totes aquestes dades, €l paper d’ aguests dominis encara

No es coneiX.

Malgrat que per demostrar la relacié directe entre HARP i el procés apoptotic, es fa
necessari €l desenvolupament de nous experiments, com |’ obtencié d’un anticos especific
per poder locditzar la proteina a les cél.lules que degeneren, o I'estudi de models “in
vitro”, les dades obtingudes en el present estudi suggereixen un paper important d’ aquest

nou gen en els fenomens moleculars del procés apototic.
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Conclusions

Dels resultats obtinguts en el present estudi es desprenen |es seglients conclusions:

- Lamort cel.lular programada de les cél.lules germinals té lloc en cdl.lules aillades i de

manera estadi-depenent en €l testicle de larata adulta.

- El tractament de la rata adulta amb EDS i.p. provoca un augment de la mort cel.lular
programada a les 24 hores en les cél.lules de Leydig i as dies5 i 7 en les cél.lules

germinals.

- El tractament de la rata adulta amb MAA i.p. indueix la mort cel.lular programada en
les cel.lules germinals, majoritariament espermatocits primaris en fase de paguite,
comencant a manifestar-se a les 9 hores i presentant un pic maxim a les 24 hores

després d’ haver administrat €l toxic.

- Els membres de la familia de Bcl-2, Bax i Bcl-2 participen activament en la mort
cel.lular programada induida pels dos toxics, co-existint en el mateix estadi tubular i

presentant un curs temporal similar.

- Lamort cel.lular programada induida pel MAA en €l testicle de la rata adulta provoca
un augment en |’ expressio del mRNA i de la proteina Bel-xs i un descens en I’ expressio
del mRNA i de la proteina Bcl-x,, en altres tipus cdl.lulars del testicle diferents de les

cél.lules germinals.

- Lamort cel.lular programada induida pels dos models en €l testicle de la rata adulta es
mediada per I'activacié de la caspasa-3, tant en les cél.lules de Leydig en € model
d’'EDS, com en les cél.lules germinals en e model d EDSi MAA.

- El tractament de la rata adulta amb EDS i.p. provoca un augment de I’ expressio d’ AR
en les cél.lules de Sertoli als 3 dies de la seva administracio, seguit de la desaparicio de

laseva expressio als 5 dies.

- El tractament de la rata adulta amb EDS i.p. no provoca canvis significatius en

I’expressio d ERa i ERDb.
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- El tractament de la rata adulta amb MAA i.p. indueix canvis en I’ expressio del mRNA i
la proteina d AR i ABP, que es manifesten en forma de diferencies en la seva

distribuci6 en funcié de |’ estadi del cicle espermatogeénic.

- El tractament de linies cd.lulars de Sertoli TM4 i MSC-1 amb MAA provoca un
augment en I’ expressio del MRNA i laproteinad’ ABP ales 12 i 24 hores d exposici6 a

toxic.

- El MAA presenta activitat estrogenica en experiments “in vitro” demostrada per la seva

capacitat d activar els elements de resposta en cél.lules HepG2 transfectades amb ERDb.

- El tractament de la rata adulta amb MAA i.p provoca un augment en I'expressié del

MRNA i de laproteinad ERb ales cél.lules germinals que degeneren.

- L’augment d’expressio de la proteina d' ERb es localitza en e citoplasma d’ aguestes

cél.lules, tant per experiments immunohistoquimics com per Western blot.

- Rdes, I"homoleg d'un grup de desaturases que han estat involucrades en processos

meiotics durant I’ espermatogenesi, participa en I’ apoptosi de les cél.lules germinals.
- HARP, un nou membre de la familia de factors de creixement HDGF, alguns dels quals
han estat involucrats en processos nuclears durant |’ espermatogénesi, participa en

I" apoptosi de les cél.lules germinals.

- Tant Rdes com HARP s expressen en la majoria de teixits analitzats per Northern blot,

pero presenten una expressié més abundant en el testicle.
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