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RI~SUMI~ 

L'ubiquitine est  une  prot6ine de 76 acides 
amin6s, ubiquitaire  et h a u t e m e n t  conserv6e,  
qui peut  ~tre li6e de mani6re covalente  ~ des 
prot4ines cel lulaires  par un processus  mul- 
t ienzymatique.  La mono- ou poly-ubiquitina- 
t ion repr6sente un signal induisant  des modi- 
f icat ions fonct ionnel les  des prot~ines  ou leur 
d4gradation. Le syst6me d'ubiquit ination est 
essent ie l  pour toutes  les cel lules  eucaryotes .  
De nombreux composants  de ce syst6me pr6- 
sentent  une  remarquable  conservat ion A tra- 
vers l'4volution des esp6ces,  de la levure aux 
mammif~res.  Des aspects  sp6cif iques du sys- 
t~me ub iqu i t ine  appara i s sen t  important s  
pendant  la ~ gam6togen6se.  Le g~ne HR6B est 
un homologue  autosomique du g6ne RAD6 de 
levure qui code pour une  enzyme de conju- 
gaison de l'ubiquitine. RAD6 est impliqu6e, 
chez la levure, dans diverses fonct ions  cellu- 
laires comme la sporulation,  la r6paration de 
I'ADN et la mutagen6se.  L'inactivation du 
g6ne HR6B chez la souris provoque une  infer- 
tilit4 male par trouble de la spermatogen6se .  
Des composants  du syst~me ubiquit ine  appa- 
raissent  impliqu4s dans diff6rentes 6tapes de 
la gam6togen6se  dont le contr61e de la m6iose  
et la r4organisat ion  de la structure de la 
chromatine.  

Mots cl~s : spermatogen~se, ubiquitine, chromati- 
ne, mdiose. 

Les esp6ces eucaryotes, des levures aux mam- 
mif~res, reposent sur un nombre impression- 
nan t  de m6canismes mult i-enzymatiques 
interactifs qui agissent sur I'ADN, catalysant 
et contrSlant la r6plication, la transcription et 
la r6paration de I'ADN. Pendant la gam6toge- 
n6se, les m6canismes de r6paration de I'ADN 
sont impliqu6s non seulement dans la r6para- 
tion des diff6rents dommages subis par I'ADN 
dans les cellules de la lign6e germinale en 
d6veloppement, mais sont aussi impliqu6s 
dans les processus de recombinaison m6io- 
tique et d'autres aspects des remaniements et 
r6organisations de la chromatine. 

Les diff6rents m6canismes primit ivement  
impliqu6s dans la r6paration de I'ADN sont : la 
r6paration de l'excision d'un nucl6otide, la 
r6paration de l'excision d'une base, la r6para- 
tion des misappariements, la r6paration des 
recombinaisons homologues et la r6paration 
post-r6plication. Nous envisagerons essentiel- 
lement ici la r6paration post-r6plication en 
relation avec le ph6nom6ne d'ubiquitination 
des prot6ines. 

La r6paration post-r6plication ne s'exerce pas 
de mani6re directe sur I'ADN. Le m6canisme 
de r6paration s'effectue pendant la phase S de 
la mitose des cellules somatiques qui effec- 
tuent la r6plication ~ partir  du mod61e d'ADN 
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alt6r6. I1 se trouve que plusieurs prot6ines du 
m6canisme de r6paration post-r6plication 
jouent un r61e important et inat tendu dans la 
gam6togen6se, en particulier durant la pro- 
phase de m6iose et dans le d6veloppement 
post-m6iotique des spermatides.  L'une des 
nombreuses questions concernant le r61e des 
prot6ines de r6paration post-r6plication dans 
la gam6togen6se est de savoir si ce r61e concer- 
ne la r6paration elle-m~me ou d'autres aspects 
des modifications de la chromatine. 

Dans la levure Saccharomyces cerevisiae, les 
g6nes impliqu6s dans la r6paration post-r6pli- 
cation de I'ADN font partie de la famille du 
g6ne RAD6. L'expression du g6ne RAD6 de 
levure est fortement induite par l'exposition 
aux U.V. et lors de la m6iose. Les mutants  
ayant  un g6ne inactiv6 ont des ph6notypes 
vari6s, incluant des d6ficits de la r6pression de 
l'expression des g6nes et un d6ficit de sporula- 
tion [6]. Darts les ceIlules de mammif'ere, deux 
g6nes homologues de RAD6, de s6quence hau- 
tement conserv6e, ont 6t6 identifi6s ; le g6ne 
HR6A port6 par le chromosome X et le g6ne 
autosomique HR6B [5]. Du fait du haut  degr6 
de conservation pendant  l'6volution de ces 
deux g6nes homologues, de l'induction de l'ex- 
pression de RAD6 pendant la m6iose et de son 
r61e dans la sporulation, il 6tait tentant  pour 
nous de faire l'hypoth6se que les prot6ines 
HR6A et HR6B pouvaient ~tre impliqu6es 
dans la gam6togen6se. I1 est toutefois impor- 
rant de noter que les g6nes codant pour ces 
deux prot6ines sont exprim6s dans pratique- 
ment tous les types cellulaires. Quand des sou- 
ris ayant les g6nes HR6A et HR6B inactiv6s 
ont 6t6 g6n6r6es, il n'a pas 6t6 observ6 d'ano- 
malie ph6notypique majeure, ce qui s'explique 
par des redondances fonctionnelles pour les 
prot6ines cod6es par ces deux g6nes dans les 
cellules somatiques (les prot6ines ont 96% 
d'homologie dans la s6quence des acides ami- 
n6s) [5, 9]. La fonction combin6e de ces pro- 
t6ines est hautement importante, en effet il a 
6t6 impossible d'obtenir des animaux ayant  la 
double inactivation HR6A/HR6B qui se tra- 
duit par une mortalit6 embryonnaire tr6s pr6- 
coce. En ce qui concerne le r61e des homologues 
de RAD6 des mammif'eres dans la gam6toge- 
n6se, les r6sultats ont d6pass6 nos attentes. I1 
est apparu que les souris ayant le g6ne HR6A 

inactiv6 pr6sentent une infertilit6 observ6e 
chez les femelles (arr~t du d6veloppement 
embryonnaire au stade 2 cellules) avec une fer- 
tilit6 normale des m~les [4, 9, observations non 
publi6es]. Au contraire, les souris ayant  le 
g6ne HR6B inactiv6 pr6sentent une alt6ration 
de la spermatogen6se et une infertilit6 unique- 
ment chez les males [9]. 

Le g6ne RAD6 code pour une enzyme de conju- 
gaison de l'ubiquitine (E2 enzyme), qui inter- 
vient dans la modification ou la d6gradation 
des prot6ines par la voie de l'ubiquitine. Nous 
avons discut6 en d6tail du r61e de la Voie de 
l 'ubiquitine dans la gam6togen6se [2]. 
L'ubiquitine est une petite prot6ine de 76 
acides amin6s. Ind6pendamment de sa petite 
taille, son importance fonctionnelle est majeu- 
re. L'ubiquitine est pr6sente dans toutes les 
cellules e t a  un r61e essentiel dans toute une 
vari6t6 de fonction cellulaires fondamentales. 
Ce r61e n6cessite le couplage covalent de l'ubi- 
quitine ~ des substrats cellulaires, pour donner 
lieu, ~ une mono- ou une poly-ubiquitination, 
la suite d'un processus enzymatique complexe. 
La poly-ubiquitination repr6sente un signal 
pour la destruction de la prot6ine alors que la 
mono-ubiquitination est un signal de modifica- 
tion fonctionnelle. L'ubiquitine et beaucoup 
des composants du syst6me d'ubiquitination 
sont exprim6s dans tousles types cellulaires. 
De plus, la mutation du g6ne humain large- 
ment exprim6 USP9Y (encore appel6 DFFRY), 
port6 par le chromosome Y, et qui code pour 
une enzyme qui catalyse la r6action inverse 
l'ubiquitination (r6action de d6uniquitination), 
ne donne pas de ph6notype somatique particu- 
lier mais affecte uniquement la spermatogen6- 
se [i0]. Chez la souris, le premier mod61e d'in- 
activation g6nique d'un composant du syst6me 
ubiquitine, l'inactivation de HR6B, ne donne 
pas de ph6notype particulier sauf en ce qui 
concerne la st6rilit6 des males avec alt6ration 
de la spermatogen6se [9]. La mutation de 
USP9Y chez l'homme donne lieu ~ un arr6t 
partiel de la spermatogen6se au stade de sper- 
matocyte avec persistance seulement de 
quelques cellules post-m6iotiques [i0]. Ce ph6- 
notype rappelle celui de l'inactivation de HR6B 
chez la souris, off le d6veloppement des cellules 
germinales est affect6 au stade de la m6iose et 
dans la phase post-m6iotique, bien que, chez la 
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souris, l 'al t6ration de la spermatogen6se 
semble pr6dominer ~ la phase post-m6iotique, 
pendant la condensation du noyau. Ces obser- 
vations et d'autres [2] indiquent un r61e tr6s 
important du syst6me ubiquitine dans la sper- 
matogen6se. 

I1 est probable que les histones H2A et H2B, 
ainsi que vraisemblablement d'autres pro- 
t6ines chromosomiques, fassent partie des pro- 
tNnes cibles de l 'ubiquitination d6pendant de 
RAD6 [1, 8]. Dans la spermatogen6se des 
mammif6res, HR6B pourrait jouer un r61e 
dans la transition histone - protamine qui se 
produit lors de la condensation des sperma- 
tides [1]. De plus, l 'ubiquitination d6pendant 
de HR6B peut s'exercer sur des prot6ines 
impliqu6es dans le contr61e de l'expression de 
g6nes et les remaniements de la chromatine 
pendant la prophase de m6iose. Les souris dont 
le g6ne HR6B a 6t6 inactiv6 ont une augmen- 
tation de l'apoptose des spermatocytes, par 
contre il n'est pas observ6 de blocage de la 
mNose [1, observations non publi6es]. La dis- 
parition des cellules germinales survient prin- 
cipalement pendant le d6veloppement post- 
mNotique et, au mieux, un faible nombre de 
spermatozoides tr6s anormaux est pr6sent 
dans l'6pididyme [9]. 

La prot6ine RAD6 de levure forme un com- 
plexe stable avec la prot6ine RAD18. Ce com- 
plexe poss6de des activit6s de conjugaison de 
l'ubiquitine et de liaison de I'ADN simple brin 
[3]. Le g6ne RAD18 de levure code pour une 
prot6ine qui poss6de un domaine en anneau de 
doigt de zinc (RING-zinc-finger) et un doigt de 
zinc classique liant I'ADN. Ces deux domaines 
sont hautement  conserv6s entre RAD18 et son 
homologue de mammif'ere mRAD18Sc r6cem- 
ment clon6 [11]. Le domaine en anneau de 
doigt de zinc se trouve dans les protNnes 
impliqu6es dans des complexes multipro- 
t6iques, sugg6rant que ce domaine est impli- 
qu6 dans des interactions prot6ines-prot6ines. 
En particulier, le domaine en anneau de doigt 
de zinc a 6t6 trouv6 dans des prot6ines ayant  
une activit6 enzymatique de liaison de l'ubi- 
quitine (E3 enzymes), et qui sont impliqu6es 
dans le contr61e de la sp6cificit6 du substrat  
des enzymes de conjugaison de l'ubiquitine (E2 
enzymes) [7]. 

L'homologue des mammif6res de RAD18, 
mRAD18Sc a son plus haut  niveau d'expres- 
sion dans le testicule et en particulier dans les 
spermatocytes primaires [11]. Ceci nous incite 

postuler que pendant la spermatogen6se chez 
les mammif'eres, mRAD18Sc peut ~tre impli- 
qu6e dans la fonction d'ubiquitination des pro- 
t6ines par HR6B. Les prot6ines cibles de HR6B 
(pouvant 6tre complex6es avec mRAD18Sc) 
dans les cellules germinales restent ~ identi- 
fier. On pense que ces prot6ines cibles peuvent 
6tre impliqu6es dans des aspects g6n6raux des 
modifications de la chromatine et dans l'ex- 
pression des g6nes pendant la gam6togen6se et 
non pas seulement dans la r6paration post- 
replication de I'ADN. 

Un grand nombre de g6nes codant pour des 
prot6ines qui prennent part ~ diff6rents m6ca- 
nismes de r6paration de I'ADN ont une expres- 
sion pr6dominante ou sp6cifique pendant la 
gam6togen6se. En effet, beaucoup de mod61es 
d'inactivation de l'un de ces g6nes chez la sou- 
ris donnent lieu ~ une infertilit6 mille ou 
femelle. Pour le futur, il sera important d'6ta- 
blir la relation pr6cise entre la r6paration de 
I'ADN et la dynamique des modifications de la 
chromatine comme le maintien de la longueur 
des t61om6res, l 'empreinte g6nomique et l'in- 
stabilit6 g6nomique. 
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componen t s  of the  complex ub iqu i t in  sys tem 
show r e m a r k a b l e  evo lu t ionary  conserva t ion ,  
f rom y e a s t  to m a m m a l i a n  species .  
In teres t ingly ,  d u r i n g  gametogenes i s ,  m a n y  
special ized and  i m p o r t a n t  aspects  of the  ubi- 
qui t in  system become apparen t .  The HR6B 
gene is a mammal ian ,  au tosomal  homolog  of 
t he  S a c c h a r o m y c e s  cerev i s iae  g e n e  RAD6 
e n c o d i n g  a u b i q u i t i n - c o n j u g a t i n g  enzyme .  
RAD6 in yeas t  is r e q u i r e d  for  a va r i e ty  of cel- 
lu la r  funct ions ,  inc lud ing  sporula t ion ,  DNA 
repair ,  and  mutagenes is .  Male infer t i l i ty  in 
HR6B k n o c k o u t  mice  is a s s o c i a t e d  wi th  
i m p a i r m e n t  of spermatogenes is .  Componen t s  
of the  ub iqu i t in  sys tem a p p e a r  to be involved 
in d i f fe ren t  steps and  processes  d u r i n g  game- 
togenesis ,  inc lud ing  cont ro l  of  meiosis,  and  
r eo rgan iza t ion  of c h r o m a t i n  s t ruc tu re .  

Key-words: spermatogenesis, ubiquitin, chromatin, 
meiosis 

ABSTRACT 

Molecular  aspects  of  spermatogenes is :  
pos t - repl ica t ion  DNA r e p a i r  and  the  

ub iqu i t in  system. 

J.A. GROOTEGOED, R. VAN DER LAAN, 
H. P. ROEST, W.M. BAARENDS 

Ubiqui t in  is a ub iqu i tous  and  h ighly  conser-  
ved p ro te in  of 76 amino  acid res idues ,  tha t  
can  be covalent ly  a t t a c h e d  to cel lu lar  accep- 
to r  p ro te ins  t h r o u g h  a mult l -s tep enzymat ic  
pathway.  Mono- or  poly-ubiqui t ina t ion  of pro- 
te ins  can  lead  to p ro te in  deg rada t i on  or  modi- 
f ica t ion  of p ro t e in  activity. The ub iqu i t in  sys- 
t em is essent ia l  to all euka ryo t i c  cells. Many 

242 


