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Ubiquitin is a 76 residue protein abundant in all
eucaryotic cells. Ubiquitin occurs in cells either
free or covalently coupled to intracellular pro
teins,the most abundant of which is histone H2A.
We have previously show that the ubiquitin H2A con

jugate (uH2A) increases markedly during spermioge
nesis (Agell et al. 1983,FEBS Lett.155,209-212).
Increasing amounts of uH2A in late spermatids may
contribute to the relaxation of chromatin that oc
curs during the nuleohistone nucl.eoprotamine transi
tion in chicken spermatids. Ubiquitin may be invol
ved in a ATP-dependent proteolytic system and in
modulation of certain enzymatic activities as has
been shown for histone deacetylase in vitro (Mezqui
ta et al. 1982,Nucleic Acids Res. 10, 1781-1797).
In order to shed light on the role of ubiquitin du
ring spermatogenesis we have determined the content
of this protein in rooster testis ceils. The ratios
ubiquitin/DNA were 0.047� 0.023 in chiken liver cells,
0.040! 0.006 in immature chiken testis, 0.105! 0.008
in mature testis. In contrast with the results obtai
ned in mammalian testis (Loir et al. 1984,FEBS Lett.
169,199-204)-and in agreement with those reported for
trOut spermatogenesis aproximately 50% of intac form
of ubiquitin (Gly-Gly-COOH) is detected in roster'
testis.

�.

Introducció.

La ubiqüitina és un pOlipèptid de pes molecular 8565. La seva

forma biològicament activa té 76 aa. va ésser purificada inicial

ment per el grup Golstein (1) com un dels polipèptids de ti-

mus de vedella que indueixen la diferenciaci6 de limfòcits T .

in vitro. La seva activitat com hormona (2) és encara qüestio
nable. L'interés per aquest polipèptid va ésser fortament
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estimulat al veure's que podia troba�se tan lliure com unit

covalentment a proteïnes. El primer conjugat covalent de la

ubiqüitina descrit va ser el que amb la histona H2A (uH2A o

A24) (3).

S'ha estudiat el paper que pot tenir la formaci6 d'aquests
//

conjugats nuclears de la ubiqUitina en diferents models de

diferenciació: En nucleol de fetge de rata o de fetge en re

generaci6 els nivells de uH2A baixen (4); durant la madura

ci6 d'eritròcit de pOliastre tan el conjugat uH2A com la

ubiqUitina lliure en el nucli desapareixen (5); al llarg deo

l'espermatogènesi del gall la quantitat de uH2A respecte les

histones del octameraugmenta(6). La presència i disminució

d'aquest conjugat es relaciona tan ambcanvis d'activitat gè
nica com amb canvis en l'estructura de la cromatina.

Un dels aspectes més estudiats de la ubiqUitinització de pro

teïnes ha estat el del sistema prot801ític del reticulòcit (7).

proteolítics de l'eritròcit que

actuaven in vitro sobre proteï
nes anormals o desnaturalitza

des, i proposen el segUent mo

del (10):

Al contrari que les cèl.lules vermelles que presenten poca

proteòlisi, hi ha una marcada destrucci6 de proteïnes cel.lu

lars en els reticulòcits en maduraci6. Aquesta proteòlisi és

depenen de energia. Segons MUller et al. (8), la major part

d'aquest sistema proteolític està dirigit in vivo cap a la de

gradaci6 de les mitocòndries i és depenent d'ATP, d'ubiqUitina
( 9) •

El grup de Hershko principal-
ment va resoldre els components

bioquímics d'aquest sistemes
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S'han descrit dues formes d'ubiqUitina, una amb 74 aa. i

extrem Carboxi terminal Arg-COOH i un: altra amb 76 aa. i

extrem Carboxiterminal Gly-Gly-COOH. Andersen et al. (11)
van trobar que tan sols la ubiqUitina amb extrem Gly-Gly
-COOH era capac �e formar conjugats .El grup de Wilkinson

(12) va demo s tr-ar- que també la única forma d'ubiqUi tina

capa9 d'activar el sistema proteolític del reticulòcit era

la de 76 aa. La ubiqüitina purificada de timus de vedella

té 74aa el) ; la purificada a partir de testicle de truit9.

e 13) té un50% de cada forma i l'obtinguda per Loir et al.

e 14) a partir de testicle de diferents mamífers no prp.sen-

ta Glicina en l'extrem COOH terminal. De totes maneres,ja

) .

que la ubiqUitina de 74 aa. es pot obtenir fàcilment per

proteòlosi de l'altra pot ésser que en els casos que trobem

La forma de 74 aa , sigui un artefacte de l'or-t enc
í ó

i puri

ficaci6.

En el model que nosaltres estudiem, l'espermatogènesi del

gall, és interesant estudiar la presència d'ubiqUitina i

dels seus conjugats, doncs durant aquest procés de diferen

ciació s'han de perdre gran quantitat de proteïnes tan nu

clears (per exemple les propies histones que han de ésser

substituides per la protamina) com citoplasmàtiques, i po

dria ésser que actués un mecanisme semblant al de eritrò

cit.

e-

a

En aquest treball es presenta la purificació de la ubiqUi

tina a partir del testicle de gall i la determinació de qui

na proporció d'aquest ,polipèptid té Gly-Gly en l'extrem

carboxiterminal quan ha estat oetingut en condicions de in

hibició de la proteòlisi; així com els nivells cel.lulars

d'ubiqüitina al testicle i als diferents estadis de l'es-

.,_' .

permalJogenesl.
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Metodologia.

La ubiqüitina ha estat obtinguda a partir de testicle madur

de gall mitjan�ant dues extraccions amb peA O.74N (Benzami
dina 25mM) i posterior precipitació amb TeA 25%. La purifi

cació a partir d'aquest precipitat s'ha realitzat seguint

una adaptaci6 del mètode de Walker et al. (15) que consis

teix en redissoidreel precipitat en Hel O.lN, precipitar

les HMGs 1,2,14,17 i la HI amb 12.5 vol. Etanol/Hel (99/1),
i del sobrenadant precipitar la ubiqüitina amb 6vol. d'ace

tona. Per últim es fa una_purificaci6 per gelfiltració

(Sephadex G�7 5) .

La quantificaci6 del polipèptid lliure en la cèl.lula s'ha

realitzat per electroforèsi en gels del 10% Acrilamida/Acè
tic/Urea 4.5M dels extractes de peA O.74N dels diferents

teixits i tipus cel.lulars. Els inhibidors utilitzats han

estat prlISF 5mTv1 o Benzamidina 25mM i N'etilmaleimida 5mM.

La quantificació de la ubiqüitina total (lliure més conju

gada) s'ha fet de la mateixa manera però després de digerir
el teixit o les cèl.lules amb tri�sin2 (la ubiqüitina és re

sistent a la tripsina mentrés que l'altra part proteica dels

conjugats es degTada).

La determinaci6 de la quantitat d'ubiqüitina 2mb extrem

Gly-Gly-eOOH s'ha fet mitjan�ant digestió d'aquest polipèp
tid purificat amb tripsina (11) i anàlisi per analitzador

d'aminoàcids de la quantitat de dipèptid Gly-Gly que s'obté.

Resultats.

En la figura 1 es poden veure les diferents etapes de la pu

rificació de la ubiqüitina: A) proteïnes extretes amb peAO.74N

i precipitades amb TeA 25% B) proteïnes precipitades amb

12.5 vol. Etanol/Hel (99/1) e) prcteïnes que precipiten amb

6 vol. Acetona.
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Fig. 1.- Electrofor�s� 15 � Acrila-
--

mida/ SDS. �.- Electrofor�si 15 � Acrila
mida/ SDS.

Aquestes últimes (fracci6 enriquida amb ubiqUitina) es passen

per la columna de gelfiltaci6. En la figura 2 s'observen les

proteïnes que surten a cada pic. La ubiqUitina purificada es

troba en el pic IV. La seva pureza es determina per electro

forèsi bidimensional i anàlisi d'aminoàcids.

N
Resultats preliminars indiquen que al testicle madur la ubiqüi
tina lliure representa aproximadament la meitat de la total.

Quan l'inhibidor utilitzat durant l'obtenci6 ha estat el PMSF,
la proporci6 d'ubiqUitina amb extrem carboxiterminal Arg-Gly
-Gly-COOH, determinada mitjançanament digesti6 amb tripsina
com s'indica en la. metologia, ha estat del 53%.

La quantitat d'ubiqUitina determinada electroforèticament ex

presada en mg ub/mg ADN en els diferents teixits estudiats es

presenta en la taula l i en la figura 3.
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Taula I

Pig.3.- Electrofor�si 10 % Acri

lamida/Ac�tic/Urea 4.5�.
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La quantificació en els diferents estadis de l'espermatogè
nesi de la ubiqUitina lliure i de la total s'expresa en

-8/ ..

àug ub x 10 cel.lula en la gr fica de la figura 4
�.-

Discussi6.

La presencia d'aproximadament un 50% d'ubiqUitina amb extrem

carboxiterminal Gly-Gly-COOH està d'acord amb els resultats

presentats per Watson et al(13) en testicle de truita i con

tradiu la falta d�aquest polipèptid amb 76 aa en testicle de

man.f f'e r- (14). El que no podem saber és si el 50% d'ubiqUi ti
na amb 74 aa. es troba ja així in vivo o és un artefacte pro

teolític durant l'obtenci6.

Ja que haviem observat un augment del conjugat uH2A durant

l'espermatogènesi del gall (6), era d'esperar trobar ubiqüi
tina amb les dos glicines, ja que és la única forma capaç de
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formar conjugats a no ser, q�e hi hagués un sistema enzirr�tic
capa9 d'afegir el dipèptid a la ubiqUitina de 74 aa. Var

Varshavsky et al. (15) demostren que en els gens �sp 70 de

Drosophila un de cada dos nucleosomes té una molècula de

H2A conjugada amb ubiqUitina. Al activar més aquests gens

mitjan9ant un shpck tèrmic desapareix l'estructura nucleosò-
..

mica. Podria ésser que la conjugaci6 de la ubiqUitina actués
en aq�est sistema també com un senyal de proteòlisi selectiva

depenent d'ATP. Ells mateixos apunten la pos$ibilitat de

que el despla9ament glotal de les histones que té lloc durant

1 'espermatogènesi pugui estar r-e Lac í.onat amb una proteòlisi
depe�ent d'ubiqUitina i ATP.

Els nostres resultats en l'espermatogènesi del gall respecte
a l'augment del conjugat uE2A (6) i la presència de gran

quantitat d'ubiqUitina de la que al menys un 50% pot actuar

d'activador de la proteòlisi selectiva recolzen de moment

aquesta hipòtesi. La ubiqUitina pot intervenir també en la

pèrjua de proteïnes citoplasmàtiques durant l'espermiogènesi.

L'augment d'ubiqUitina que detectem al tractar les cèl.lules

amb tripsina pot venir de la degradaci6 dels conjugats o també

del trencament d'un possible precursor del pOlipèptid format

per varies ubiqUi tines unides que s 'ha detecta t de moment en

llevat (17).
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