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Abstract

A cDNA encoding a chicken ubiguitin-fusion protein identical to
the corresponding human protein is expressed during

spermiogenesis.

In eukaryotic cells two types of transcripts of ubiquitin
have been identified: mRNA’s coding for polyubiguitin molecules
and transcripts coding for a ubiquitin molecule extended at its
c-terminal end by a basic, putative metal binding, nucleic
acid-binding domain. A cDNA clone, prepared from a poly(A)+
mRNA isolated from a chicken testis cell population enriched in
spermatids, encodes residues 60-76 of ubiquitin plus a C-
terminal extension of 52 amino acids. The amino acid tail is
identical to a previously sequenced human ubiquitin-fusion
protein (Salvesen et. al., 1987). The observed identity between
both molecules further confirms previous observations that
ubiquitin-fusion proteins are strongly conserved during
evolution. The ubiquitin fusion gene and two polyubiquitin
genes are expressed during chicken spermiogenesis, suggesting
that this protein may be involved in the marked changes in

chromatin structure, protein turnover and cell-cell

interactions occurring during spermiogenesis.
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Introduccioé.

La ubiqiitina (HERSHKO, 1988; SCHLESINGER i HERSHKO, 1988;
RESCHSTEINER, 1988) és un polipéptid de 76 aminoacids gue es
troba a les cél.lules eucariodotiques, bé en forma lliure, o en
forma de conjugats covalents amb determinades proteines.

S’han caracteritzat conjugats in vivo d’ubiqiiitina amb les
seglents proteines: histones H2A i H2B, actina, "homing
receptor" dels limfoécits, receptor del factor de creixement
plaquetari, receptor de 1’hormona de creixement 1 inclusions
proteiques cel.lulars de diverses malalties neurodegeneratives,
com la malaltia d’Alzheimer, i altres malalties hepatiques i
musculars.

Als conjugats, la ubiqiitina s’uneix a la proteina substrat

la formacid d’un enllac isopeptidic entre la glicina

Serminal de la ubigquitina (Gly 76) i el grup e-amino d’una
i1sina de la proteina substrat. Per conjugar-se, la ubiqiiitina
S'unelxX, en primer lloc, a una cisteina de l’enzim anomenat E1,
mitjancant un enlla¢ tiolester. La ubiqiitina és transferida,
@ continuacid, a una cisteina d’un altre enzim conjugant
anomenat E2. Els enzims E2 transfereixen finalment 1la

ubiglitina a les proteines substrat directament o mitjancant
una tercera proteina (E3).

La unié de la ubiqgiiitina a determinades proteines les marca
per a la seva degradacié proteolitica selectiva. Aquesta
degradacidé té lloc quan algunes molécules d’ubiqiitina
s’‘uneixen seqiiencialment a la proteina substrat, formant una
cadena de poliubiqlitina. En 1la cadena,la glicina terminal

d’una molécula d’ubiquitina (Gly 76) s’uneix a la lisina 48 de

la ubigliitina adjacent.
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La unié reversible d‘una molécula d’ubigiitina a la
proteina substrat no implica necessariament la degradacié
d’aquesta proteina i pot constituir un mecanisme per modular la

seva activitat funcional.

Famila dels gens de
la ubiqurtina

Ui U Ul Ul
emema | e | T | YR

pUb(3)

yr

Ubv Ubv U
| 1l I Tdsn

mUbr—P52 INUNININNINON
U —-P52
s |

Fig. 1. La ubiqgiiitina esta codificada per dos tipus de gens:
els gens de poliubiglitina que codifiquen poliproteines
formades per un nombre variable de molécules d‘ubiquiitina
unides per emllagos Gly-Met (quatre i tres en el pollastre), i
els gens que codifiquen molécules hibrides d‘ubiquitina unida,
en el seu extrem carboxiterminal, a una proteina basica de 52
o 76-80 aminoacids (52 en la proteina que hem identificat en el

pollastre).

S’han proposat diferents funcions dels conjugats

d’ubiqiitina: 1) proteolisi de determinades proteines,

2)reparacié del DNA, 3) progressié6 a través del cicle
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cel.lular, 4) resposta a l’estrés. Totes aquestes funcions
resulten alterades en abséncia de conjugacié d’ubiqtiitina.

La ubiqiitina esta codificada per dos tipus de gens (Fig.
1): els gens de poliubigiitina que codifiquen poliproteines
formades per un nombre variable de molécules d’ubiqiitina
unides per emllagos Gly-Met, i els gens que codifiquen

molécules hibrides d’ubi Uitina unida, en el seu extrem
a
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Fig. 2. La proteina basica de 52 aminoacids de 1’hibrid
ubiqliitina-P52 s’ha demostrat que és una proteina que forma
part i facilita 1a biogénesi dels ribosomes.

carboxiterminal, a una proteina basica de 52 o 76-80
aminoacids. Recentment s’ha demostrat que agquestes proteines
basiques sén proteines ribosdémiques que formen part de les
subunitats 60s i 40s (Fig. 2). La proteina ribosémica de 52
aminoacids resulta totalment essencial per al creixement

cel.lular.




En aguesta comunicacid presentem la sequéncia d’una proteina
pasica de 52 aminoacids que és idéntica a la corresponent
proteina humana (SALVESEN gt WglaE, #1987 “~ha identitat de

sequéncies indica que, al igual que la ubiqiiitina, aquestes
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Fig. 3. La proteina P52 és una proteina basica (residus
ombrejats) que posseeix dominis d’unié a acids nucleics,
delimitats per cisteines (*) que es poden unir a metalls ("Zn

fingers") i, a més, una possible seqiidncia de translocacid
nuclear (emmarcada).

proteines s’han conservat extraordinariament al 1llarg de
1’evolucid.

E1 RNAm de la proteina hibrida precursora de la proteina
basica i de ‘la wubiquiitina és present al ““final" de
l’espermiogénesi, en abséncia de proliferacié cel.lular.

Juntament amb el RNAm de la proteina hibrida, es troben a les

espermatides del gall RNA missatgers corresponents als dos gens




de poliubiquitina.
Materials 1 Metodes.
Testicles de pollastres sexualment immadurs (2 mesos d‘edat)

1 testicles 1 altres teixits de galls (6-12 mesos d’edat) de la

CHICKEN cDNA | IC=TERMINAL |
HUMAN cDNA . (UBIQUITINIEYTENSION |
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RCﬂTCCﬁGRQQGRGTCCQCCCTGCQCCTGGTGTTGCGCCTGCGRGGTGGCPTTQTTGRG
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ﬂCﬁTCCﬂGQQQGRGTCCQCCCTGCﬂCCTGGTGCTGCGTCTGCGCGGGGGTg¥CﬁTTGHG
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CTTCTCTCCGCCQGCTTGCCCQGHQQTQCQQCTGCGRCQQGQTGRTCTGCCGCRQGTGC
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CCTCCCTGCGGCRGTTGGCCCQGHQGTQCQQCTGCGRTRQGQTGQTCTGCCGCQQGTGC
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QCGCCCGCCTCCQTCCCCGTGCCGTCQQCTGCCGCQQGRQGQHGTGCGGCCRCRCCQRC
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HCCTGCGTCCCQHGQQGQQGGTCARQTQHbGTGGTTCTTTCCTTGQQGGGCGGCCTCCT
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QCCTGCGCCCCQQGQRGRHGGTCQQQTQGRGCGGCTCTGCQCCCCGCTGTCGTCTGCTQ
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CCCQGGCCCGTGGCCCTGGQGCCTCQRTQQRGTGTCCTTTCQTTGHCTGGQGCRGCRRQ
e »* * »* e
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250 260

Fig. 4. Sequéncia del gen hibrid amb una homologia del 88,5%
amb la corresponent seqliéncia del gen huma.

raca Hubbard White Mountain es varen utilitzar per obtenir els
acids nucleics. Cél.lules testiculars en estadis successius de
diferenciacié es van separar per centrifugacié contra-flux
(elutriacid) sequint el procediment préviament descrit (ROCA i

MEZQUITA, 1989). Per obtenir els acids nucleics les ceél.lules
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es varen homogeneitzar en preséncia d’isotiocianat de guanidina
i centrifugar a través de ClCs (AUSUBEL et. al., 1989). A
partir d’una genoteca de cDNa d’espermatides de gall en M13mp9

(OLIVA et. al.,, 1988) es va identificar, amb la sonda del gen

mRNA
pUbI(3)

pUbi(4) )

Fig. 5. Densitometria dels Northerns. E1 RNAm del gen hibrid és
present, juntament amb els RNAm dels gens de poliubiqiiitina, a
les espermatides allargades (A). La proporcié dels diferents
RNAm varia en relacié a altres cél.lules com els limfocits (B).

de la ubiqiiitina (MEZQUITA et. al., 1987), un clon positiu que
contenia part del gen de la ubiqiitina més una extensid C-
terminal. E1 DNA d’aquest clon fou seqienciat utilitzant el

métode dels dideoxis, *S-ATP i la T, polimerasa, seguint el

protocol recomanat per Pharmacia LKB Biotechnology. Les
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seqiiéncies foren analitzades en gels d’acrilamida al 6
(MEZQUITA et. al.,1985).

Resultats.

Un clon aillat d’una genoteca de cDNA, obtinguda d’una
poblacié de cél.lules testiculars de gall rica en espermatides,
codifica els residus 60-76 de la ubiqiiitina i una extensid C-
terminal. Aquesta extensi6é posseeix dominis d’unié a acids
nucleics, delimitats per cisteines que es poden unir a metalls
("zn fingers") i, a més, una possible seqiiéncia de translocacid
nuclear (Fig. 3).

La seqiiéncia del gen hibrid revela una homologia del 88,5%
amb la corresponent segiiéncia del gen huma (Fig. 4). Les
proteines codificades pels dos gens sén idéntiques.

El RNAm del gen hibrid és present, juntament amb els RNam
dels gens de poliubiquitina, a les espermatides allargades
(Fig. 5A). La proporcié dels diferents RNAm varia en relacid a
altres cél.lules com els limfocits (Fig. 5B).

Discussié.

Tres gens de la ubiquitina identificats al pollastre (Fig.
1) s’expressen durant l’espermatogénesi 1 en altres teixits
(MEZQUITA et. al., 1987; MEZQUITA et. al.,, 1988a 1 MEZQUITA
et. al., 1988b). L’expressié del gen hibrid d‘ubigliitina i
proteina basica ribosémica és caracteristica de les fases de
preoliferacié cel.lular en altres models, memtre que els gens de
poliubiqiiitina s’expressarien en fases no proliferatives
(FINLEY et. al., 1987). A les espermatides, durant el procés
d’elongacié, és molt abundant el reticle endoplasmatic rugés.

Aquest fet pot estar relacionat amb la sintesi molt activa de

glicoproteines de la membrana plasmatica, la superficie de la




qual augmenta considerablement durant aquesta fase. La formacid
de ribosomes per a la Dbiosintesi d’aquestes o dfaltres
proteines (protamina)requeriria 1l’expressié del gen hibrid per

a la formacié de ribosomes. Es descconeix el significat de

Fspermiogenest 3

|
Fases de Biosintes: /*v.é\
Proteica 1

Fig. 6. Spermiogénesi del gall (Xia et. al., 1986). Fases
d’elongacié de les espermatides en les que predomina la
biosintesi proteica.

1l’expressié concomitant de la proteina ribosdmica i de la
ubiqiiitina. S’ha postulat que 1la ubiqiiitina podria
estabilitzar 1la proteina ribosomica abans de la seva

incorporacié al ribosoma ((FINLEY et. al., 1989). D’altra banda

la proteina hibrida podria estabilitzar al propi RNAm (REDMAN

i RECHSTEINER, 1989). Després de ser alliberada de 1’hibrid,
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pot conjugar a les glicoproteines sintetitzades
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al ribosoma. Aguest @s el cas d‘'una série de glicoproteines de
neRbrana, També és possible gue la ubiquitina es conjugui a
intetitzades de forma aberrant o en exces.

proteines
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Fig. 7. Spermiogénesi del gall (Xia et. al., 1986). Fases de
regressid citoplasmatica en les que predomina el catabolisme
proteic.

A les espermatides la ubigiiitina, procedent de 1’hibrid o de
la expressid dels gens de poliubiqiitina, podria participar en
mecanismes de degradacidé selectiva de les proteines nuclears
durant el reemplagament de les histones per la procamina (AGELL

et. al., 1983; AGELL i MEZQUITA, 1988; SUNG et. al., 1988) i

durant els fendmens de regressié citoplasmatica (Fig.7 ). També
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és possible que la ubiqiitina determini canvis estructurals de
la cromatina a les espermatides, independents dels processos de
degradacio proteolitica. L’expressio dels gens de
poliubigiitina es considera essencial per al procés
d’esporulacié del llevat (TREGER et. al.,1988). Alguns dels
processos que tenen lloc a la cromatina i altres estructures
cel.lulars poden ser semblants a 1l’espermatogénesi i a
l’esporulacié. Els experiments que es porten a terme actualment
amb anticossos antiubiqiiitina per identificar els diferents
conjugats (ESTEBAN, en preparacié) ens permetran aprofondir en
les alternatives abans esmentades.
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