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durant 1°espermatogdnesi del gall i determinacid de la pro-

porcid d’aguest polipdptid potencialment actiu en la forma-

cié de conjugats.
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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 nucleoprotamine 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 cells. The ratios
ubiquitin/DNA were 0.047% 0.023 in chiken liver cells,
0.0402 0.005 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.

Introduccid.

La ubiqiiitina és un polipdptid de pes molecular 8565. La seva
forma bioidgicament activa té 76 aa. va ésser purificada inicial-
ment per el grup Golstein (1) com un dels polipdptids de ti-

mus de vedella que indueixen la diferenciacid de limfdcits T

in vitro. La seva activitat com hormona (2) és encara qiliestio-

nable. L’interés per aquest polipéptid va ésser fortament
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estimulat al veure s que podia trobarse tan lliure com unit
covalentment a proteines. El1 primer conjugat covalent de la
ubiqllitina descrit va ser el que amb la histona H2A (uH2A o
A24) (3).

S ‘ha estudiat el paper que pot tenir la formacid d‘aquests
conjugats nucleéré de la ubiqlUitina en diferents models de
diferenciacib: En nucleol de fetge de rata o de fetge en re-
generacid els nivells de uH2A baixen (4); durant la madura-
cié d‘eritrdcit de pollastre tan el conjugat uH2A com la
ubigliitina lliure en el nucli desapareixen (5); al llarg de
1‘espermatogeénesi del gall la guantitat de uH2A respecte les
histones del octamer augmenta (6). ILa preséncia i disminucié
d“aquest conjugat es relaciona tan ambcanvis d’activitat gé-

nica com amb canvis en 1°‘estructura de la cromatina.

Un dels aspectes més estudiats de la ubiqilitinitzacid de pro-

teines ha estat el del sistema proteolitic del reticuldeit (7).

Al contrari que les cel.lules vermelles que presenten poca
protedlisi, hi ha una marcada destruccidé de proteines cel.lu-
lars en els reticuldcits en maduracié. Aquesta protedlisi €s
depenen de energia. Segons Miller et al. (8), la major part

d ‘2aquest sistema proteolitic estd dirigit in vivo cap a la de-
gradacié de les mitocdndries i €s depenent G°ATP, 4d’ubiqiiitina

(9)_.

El grup de Hershko principal-

ment va resoldre els components aes __ Awi-en
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S "han descrit dues formes d‘ubiqliitina, una amb 74 aa. i
extrem Carboxiterminal Arg-COOH i un:altra amb 75 aa. i
extrem Carboxiterminal Gly-Gly-COOH. Andersen et al. (11)
van trobar que tan sols la ubiqiiitina amb extrem Gly-Gly-
-CO0H era capag de formar conjugats .E1l grup de Wilkinson
(12) va demostrar que també la vnica forma d‘ubigiiitina
capag¢ d’activar el sistema proteolitic del reticuldcit ers
la de 76 aa. La ubiqliitina purificada de timus de vedella
té 74aa (1);1la purificada a partir de testicle de truits
(13) té un 50% de cada forma i 1°obtinguda per Loir et al.
(14) a partir de testicle de diferents mamifers no presen-
ta Glicina en 1‘extrem COOH terminal. De totes maneres, ja
que la ubiqliitina de 74 aa. es pot obtenir fiacilment per
protedlosi de 1°2ltra pot €sser que en els casos que trobem
la forma de 74 aa. sigui un artefacte de 17oitencid i puri-

ficacib.

En el model gque nosaltres estudiem, 1 espermatogénesi del
gall, és interesant estudiar la preséncia d“ubiqiiitina i
dels seus conjugats, doncs durant aquest procés de diferen-
ciacid s’han de perdre gran quantitat de proteines tan nu-
clears (per exemple les propies histones gque han de ésser
substituides per la protamina) com citoplasmatiques, i po-
dria ésser que actués un mecanisme semblant al de eritro-

caling

En aquest treball es presenta la purificacid de la ubiqlii-
tina a partir del testicle de gall i la determinacidé de qui-
na proporcid d’aguest polipdptid té Gly-Gly en 1’extrem
carboxiterminal quan ha estat ottingut en condicions de in-
hibicid de la protedlisi; aix{ com els nivells cel.lulars

d‘ubiqiiitina al testicle i als diferents estadis de 1’es-

permatogénesi.
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Metodologia.

La ubiqliitina ha estat obtinguda a partir de testicle madur
de gall mitjang¢ant dues extraccions amh PCA 0.74N (Benzami-
dina 25mM) i posterior precipitacidé amb TCA 25%. La purifi-
cacié & partir d‘aquest precipitat s‘ha realitzat seguint
una adaptacid del mdtode de Walker et al. (15) que consis-
teiX en predissoldre©l precipitat en HC1 0.1N, precipitar

les HMGs 1,2,14,17 i la H1l amb 12.5 vol. Etanol/HC1 (99/1),
i1 del sobrenadant precipitar la ubigiiitina amb 6vol. 4‘ace-
tona. Per Ultim es fa una purificacidé per gelfiltracid

(Sephadex G-75).

La quantificacidé del polipéptid lliure en la cel.lula s ’ha
realitzat per electrofordsi en gels del 10% Acrilamida/Ace-
tic/Urea 4.5M dels extractes de PCA 0.74N dels diferents

teixits i1 tipus cel.lulars. Els inhibidors utilitzats han

estat PIMSF 5mM o Benzamidina 25mM i N etilmaleimida 5mM.

La quantificacid de la ubiqliitina total (lliure més conju-

gada) s’ha fet de la mateixa manera perd després de digerir
el teixit o les cel.lules amb trinsina (la ubigliitina és re-
sistent a la tripsina mentres que 1°altra part proteica dels

conjugats es degrada).

La determinacid de la quantitat d ubiqliitina amb extrem
Gly-Gly-COOH s’ha fet mitjangant digestidé d’aquest polipép-
tid purificat amb tripsina (11) i and3lisi per analitzador

d “aminodcids de la quantitat de dipéptid Gly-Gly que s’obté.

Resultats.

En la figura 1 es poden veure les diferents etapes de la pu-
rificacié de la ubiqliitina: A) protefnes extretes amb PCAO.74N
i precipitades amb TCA 25% B) proteTnes precipitades amb

12.5 vol. Etanol/HC1 (99/1) C) proteines que precipiten amb

6 vol. Acetona.
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Fig. 1.- Electroforgés: 15 ¥ Acrila- Pig. 2.- Electrofor2si 15 % Acrils-
mida/ SDS. mida/ SDS.

Aquestes Ultimes (fraccid enriquida amb ubigiiitina) es passen
per la columna de gelfiltacié. En la figura 2 s’observen les
proteInes que surten a cada pic. La ubigliitina purificada es
troba en el pic IV. La seva pureza es determina per electro-

forési bidimensional i an3lisi d‘amino3cids.

Quan 1°inhibidor utilitzat durant 1’obtencid ha estat el PMSF,
la proporcié 4 ‘ubiqUitina amb extrem carboxiterminal Arg-Gly-
-Gly-COOH, determinada mitjanganament digestid amb tripsina

com s‘indica en la metologia, ha estat del 53%.

La gquantitat d“ubiqiiitina determinada electrofordticament ex-
presada en mg ub/mg ADN en els diferents teixits estudiats es

presenta en la taula I i en la figura 3.

Resultats preliminars indiquen que al testicle madur la ubigiii-

tina lliure representa aproximadament la meitat de la total.
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lamide/Acétic/Urea 4.5K.
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La quantificacié en els diferents estadis de 1’espermatoge-
nesi de la ubiqllitina lliure i de la total s expresa en

ug ub x 10-8/cb1.1u1a en la grafica de la figura 4
Fig. 4.
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Discussié.

La presencia d’aproximadament un 50% d‘ubigliitina amb extrem
carboxiterminal Gly-Gly-COOH esta d’acord amb els resultats
presentats per Watson et al(13) en testicle de truites i con-
tradiu la falta d"aquest polipéptid amb 76 aa en testicle de
mamifer (14). E1 que no podem saber és si el 50% 4@ ubiqiiiti-
na amb 74 aa. es troba ja aixf in vivo o és un artefacte pro-

teolitic durant 1°’obtencil.

Je que haviem observat un sugment del conjugat uH2A durant

1’espermatogtnesi del gall (5), era d’esperar trobar ubiagiii-

tina amb les dos glicines, ja que és la Unica forma capag de
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formar conjugats a no ser, que hi hagués un sistema enzimatic

capag d’afegir el dipdptid a 1la ubiqilitina de 74 aa. Var

Varshavsky et al. (15) demostren que en els gens ksp 70 de
Drosophila un de cada dos nucleosomes t€ una moldcula de

H2A conjugada amb ubiqiitina. Al activer més aquests gens
mitjangant un shock tdrmic desapareix 1‘estructura nucleosd-
mica. Podria &sser que la conjugacid de la ubiqlitina actuds
en aquest sistema també com un senyal de protedlisi selectiva
depenent d°ATP. Ells mateixos apunten la possibilitat de

que el desplagament glotal de les histones que té lloc durant
1’espermatogénesi pugui estar relacionat amb uns protedlisi

deperent d“ubiqUitina i ATP.

Els nostres resultats en 1’espermatoginesi del gall respecte
a 1’augment del conjugat uH2A (5) i la preséncia de gran
quantitat d‘vbiqliitina de la que al menys un 50% pot actuar
d‘activador de la protedlisi selectiva recolzen de moment
aquesta hipdtesi. La ubigliitina pot intervenir tamb€ en 1a

pérdua de proteines citoplasmdtiques durant 1‘’espermiogénési.

L’augment d‘ubiqUitina que detectem al tractar les cdl.lules
amb tripsina.pOt venir de la degradacid dels conjugats o també
del trencament d “un possible precursor del polipeptid format
per varies ubiqllitines unides gue s‘ha detectat de moment en

llevat ( 17).
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