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Introducció 

S'han observat diverses modificacions de les histones del octamer al 

llarg dels diversos processos cel.lulars . Les histones H4 i H3 presenten 

coma principals modificacions l'acetilaci ó, la metilació i la fosforilació; 

en canvi la H2A i la H2B la ADP- ribosilació, l a fosforilació i la ubiqüiti­

nació . Aquesta última modificació consisiteix en la unió covalent del poli­

peptid ubiqüitina (HMG 20) . 1a presenten un 10% de les H2A al fetge de rata 

normal donant lloc al conjugat covalent anomenat uH2A o A24 (Goldknopf, 

Busch, 1978) . També s 1ha descr it la unió covalent de dos ubiqüitines a una 

sola molecula de H2A. La ubiqüitinació de la H2B (uH2B) , no es tan important 

quantitativament . 

S'han detectat variacions en els nivells nuclears de uH2A que s'han re­

lacionat tant amb canvis estructurals de la cromatina com amb canvis d'acti­

vitat genica : la proporció de uH2A baixa al nucleol de fetge de rata hiper­

trofie (Ballal, Busch 1973) , durant la mitosi (Matsui et al 1979), durant la 

maduració dels eritrocits de pollastre (Goldknopf et al 1980) .. . 

S'ha comprovat que 1~ ubiqüitínació de una o de les dos H2A d'un nucleo­

soma té poca influencia en i'estructura de la cromatina a nivell del nucleo­

soma a nivell individual (Kleinschmidt , Martinson, 1981) . Si bé si que pot 

prevenir la formació d'estructures cromosomiques d'ordre superior al modifi­

car les interaccions entre els nucleosomes(Matsui et al 1979; Levinger, Var-­

shausky, 1982) . 

S'ha vist també que als eritrocits , la unió de la ubiqüitina a certes 

protelnes citoplasmatiques és un senyal pera la degradació d'aquestes pro­

teines i es podría pensar que la unió d'aquell polipeptid a la histona H2A 

tingués un paper semblant en el moment de desferse el nucleosoma (Hershko et 

al 1980). En Drosophila , un de cada dos nucleosomes de gens altament trans­

critstenen la H2A modificada com uH2A, en canvi, després d'un shock termic 

que fa que els gens es transcribeixin extremadament desapareix tant l a ubi­

qüitinació de la H2A com l'organització nucleosomica (Levinger , Varshausky 

1982). 

L'espermatogenesi és un model adequat pera estudiar una possible fun~ 

ció de la protelna uH2A a causa dels importants canvis estructurals i funcio­

nals que tenen lloc a la cromatina al llarg del procés de diferenciació (Mez-
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~u:.ta, Teng 1977) : 1) els espermatocits primaris són cel.lules tetraploid~ 

~mb cromosomes meiotics transcripcionalment actius . 2) Les cel . lules meio­

tiques i premeiotiques com les espermatogonies i espermatides rodones tenen 

la cromatina interfasica, també activa transcripcionalment. 3)La cromatina 

de les espermatides que es diferencien cap a espermatozous (espermiogenesi), 

es desempaqueta (major exposició del ADN) abans d'arribar a la fase final on 

s'han reempla9at les histones perla protamina (proteina molt basica) , donant 

lloc a un bloqueig total del ADN al nucli dels espermatozous. 

Materials i metodes 

S'han util itzat galls de la ra9a Hubbard White Mountain. Els nuclis s'han 

aillat a partir de~teixit testicular frese i s'han separat per sedimentació a 

gravetat unitat , segons el procediment descrit previament (Mezquita, Teng 1977). 

El tampó utilitzat ha estat pero: lOmM Tris-HCl pH 8.0, MgCl~ lOmM, KCl 25mM , 

espermidina 0.14mM . S'ha utilitzat coma inhibidor NaHS03 50mM. 

Els nuclis d ' espermatides resistent al EDTA s'han preparat a partir de 

nuclis purificats mitjan9ant tactament amb EDTA 0.02.M, seguit de suspensió en 

solucions de for9a ionica decreixent ( lOmM i 2mM Tris- HCl pH 7 . 5) i homoge­

neització a velocitat maxima durant 5 minen un homogeneitzador Sorvall . 

Les proteines solubles en H
2
so40 . 4N s'han analitzat electroforeticament 

en gels de poliacrilamida/acid acetic/urea segons Panyim i Chalkley (1969); 

en gels de SDS en gradient de poliacrilamida (10%-16%) segons 0'Farrell(l977); 

o en gels bidimensionals ( lª dimensió ac. acetic/urea i 2ª dimensió SOS) . El 

conjugat uH2A es va obtenir per electroforesi preparativa en gels de poliacri­

l amida SDS (Bernabeu et al 1980 ) . 

Resultats 

l. Obtenció i identificació de la pro­

teina uH2A . 

Al fer una electroforesi en gels de 

poliacrilamida/~c . acetic/urea de le pro­

teines solubles en H
2
so 4o. 4N i insolubles 

en PCA 5%, de nuclis d'espermatides avan­

<;ades s'observa una banda majoritaria a 

part de les histones del octamer H4, H3 , 

H2A i H2B . Aquesta banda es descomposa 

en daes al fer un segon recorregut elec­

troforetic en gels d'acrilamida SDS . La 

majoritaria de les dues té una mobilitat , 

i per tant un pes molecular determine en 

gels d'acrilamida/ SDS, igual al descrit 
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Figure l . Oetenninacid del pes mole 
cw.e.r de la protel:.na uH2A en gels de 
poliacri.larnida/SOS 
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perla proteína uH2A (GoldKnopf , Busch 1978) . Fig 1 i 2 . 
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Figura 2 . Electroforesi bidimensional 
de l e s prote1nes solubies en S04H2 
0,4N de nuclis d'esper,natid~~ even~ 
des. 

L'analisi d'ami noaci ds d'aquesta proteí-

na obtinguda per electroforesi prepara­

tiva en gels d'acrilamida SOS concorda 

amb el de la uH2A de lletó de vede l la 

(Goldknopf , Busch 1978)i amb el corres­

ponent a H2A+ubiqüi tina. Taula I . 

La proteína uH2A no es detecta als 

nuclis tetraploíds dels espermatocits 

primaris (estadi I) , es detecta molt lleu­

gerament a la fracció que conté els nuclis 

d'espermatocits secundaris i espermatogo-

nies (estadi II), representa un 1.7% del 

total de les histones del octamer als nuclis d'espermatides r odones (estadiIII) 

i arriba al valor de 3 . 5% de les histones del octamer als nuclis de les esper­

matides allargades (estadi IV) . Fig 3 . 

Als nuclis d'espermatides resis­

tents al EDTA, que són espermatides 

molt avan9ades en les que les histo­

nes del octamer estan ja practicament 

reempla9ades perla protamina , el por­

centatje de proteína uH2A en relació 

a les histones del octámer que queden 

és del ordre del 10%-12%. No es detec­

ta uH2A als nuclis d'espermatozous 

quan teta la nucleohistona ha sigut 

reempla9ada per nuc l eoprotamina 

(Mezquita , Teng 1977) . 
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I n m IV' 

A 8 e 
TRP º·º º·º o,o 
LIS 9 ,4 11,3 10,3 
HIS 2 ,1 2 ,4 2, 4 
AR. 6 ,4 7 ,4 7 ,9 
ASX 8 , 3 7 , 3 7,3 
TH'I 5 , 0 6 , 5 5 ,9 
SEA ª·º 4,5 3 ,4 
GL.X 14 ,6 12,3 11 ,8 
PRO, 5 , 4 5, 6 3,9 
GLI 9,4 9,2 8,9 
ALA 8 , 4 9 ,6 9 ,4 
VAL S,9 4,9 5 ,9 
MET 2, 5 0 ,3 o,s 
ILEU 3,6 5 ,a 6,4 
LEU 6 ,5 10,9 12 ,3 
TYR 1,8 1 ,3 2,0 
PHE 2 , 4 0, 9 1,5 

Teule I . AMl isi d ' eminoacids (i mol ) de 
le prbt et ne uH2A de testicle de gell (A); 
de le protet ne uH2A de lletó de vedelle(8) 
i del complexa H2A i ubiqOitine (e). 

i 
'. 

Frac. 

fig , 3. c ~nvis e n e l con­

t ingut nuclAer de lA pro­

telne uH2A durent l 'e s ­

~¿rm~togAnesi d ~l gAll . 
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Discusió 

Hem observat un augment important en la quantitat de proteina uH2A res­

pecta les histones del octamer al l l arg de l'espermatogenesi. 

La mancad uH2A en els espermatocits pri maris tetraploids actius en la 

transcripció, concorda amb els resultats obtinguts per Matsui et al (1979), 

de que a les cel . lules en metafase l'A24 es desconjuga donant lloc a H2A i 

ubiqüitina. 

A les espermatides rodones trobem uns valors de uH2A/histones del octa­

mer normals per cel . lules interfasiques . 

Els valors més elevats per aquesta relació que s'obtenen a les esperma­

tides allargades van acompanyats d'un grau elevat d'exposició del ADN (Mez­

quita , Teng 1977a i b), de hiperacetilació de la H4 amb un rapid recanvi dels 

grups acetil (Oliva , Mezquita 1982), i d'un augment de les HMGs 1 i 2. Aquests 

resultats recolzarien la hipotesi de que la ubiqüitinació de la H2A és un me­

canisme per afavorir la relaxació de la cromatina permeten aixi la sortida 

de les histones i ! 'entrada de la protamina als últims estadis de l'esperma­

togenesi . 

La falta dones de uH2A en els cromosomes meiotics actius en la transcrip­

ció i l'alt contingut a les espermatides allargades ambla cromatina relaxada 

pero inactiva transcricionalment sugereix que la uH2A té un paper estructural 

no relacionat únicament amb l ' activitat genica. 

No s'ha de descartar pero que la ubiqüitinació de la H2A representi un 

mecanisme contr:olat.. de .·proteol:ísf. d_'•aquestádlistooa .,al: . momen,t , de perdres la 

organitzaciót:del nucleosoma als últims estadis de l'espermiogenesi . 
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