UNIVERSIDAD COMPLUTENSE DE MADRID
FACULTAD DE VETERINARIA

TESIS DOCTORAL

Interaccion histonas-DNA, acetilacion de histonas

MEMORIA PARA OPTAR AL GRADO DE DOCTOR
PRESENTADA POR

Ricardo Castro Gonzalez

DIRECTOR:

Angel Pestafia Vargas

Madrid, 2015

© Ricardo Castro Gonzalez, 1979



Ricardo Castro Gonzélez

LT

8
UNIVERSIDAD CgMgL(%‘ E;"JSE7 )

- ' < -
b S P>..")’ {

L T8 o f( A

INTERACCION HISTONAS+DNA: ACETILACION
DE HISTONAS.

Facultad de Veterinaria
Universidad Complutense de Madrid
1979

TP

4280

RNt

SIBLIOTECA



.'-"ﬁ"‘ ' “
A @ Ricardo Castro Gonzflez -

- Editorial de la Universidad Complutense de Madrid
Servicio de Reprograff{a, Noviciado, 3 Madrid-8
Madrid, 1980
Xerox 9200 XB 480
Depésito Legal: M-41477-1979



FACULTAD DE VETERINARIA
UNIVERSIDAD DE MADRID

INTERACCION HISTONAS-DNA:
ACETILACION DE HISTONAS

TESIS PRESENTADA PARA
OPTAR AL GRADO DE DocTOR
POR EL LICENCIADO
RICARDO CASTRO

MabriD, 1979






LT

UTO DE ENZIMOLOGIA Y PATOLOGIA
MOLECULAR DEL C. 8. 1. C,
itad de Medicina de is Universidad Aatéaoma
ARZONISPO MORCILLY, 8/n
MAORID - 34 - BPAIN

™~

ALBERTO SOLS, Director det~Insii:uto de Enzimologfa
y Patologfa Molecular del~Conseju Superior de Inves
tigaciones Cientificas

CERTIFICO: queD. Ricards Castro Génzalez

ha realizado su tesis doctoral "Interaccién histonas-
DNA: acetilacién de histonas" en este Instituto.

Madrid, 3 de - ilio de 1979

e

-

N PR

- - - . R o

RIS



-
INBTITUTO OE ENZIMOLOGIA ¥ PATOLOGIA
MOLECULAR DEL C. 8. 1. C,
Pacultad de Medicina de la Univensidad Auténoma
ARIOBISFO MORCNLLO. $/N
MADNID - 34 « SPAIN

S

D. Angel Pestafia Vargas, Doctor en Medicina y Colaborador

Cientifico del CSIC, adscrito al Instituto de Enzimologfa

|y Patologfa Molecular, ' -
CERTIFICO por la presente que D, Ricardo Castro Gonzalez, Li
cenciado en Veterinaria, ha efectuado bajo mi direcci6n el -
trabajo, que con el tftulo "Interaccidén Histonas-DNA: Aceti-
laci6n de Histonas", presenta para la obtencif6n del Grado de
Doctor. ‘

Lo que a eféctos oportunos firmo en Madrid, a 4 de Ju-
lio de 1979. ‘




FY N

L3

Este trabajo ha sido realizado en el Instituto de Enzimologia del
C.S.I.C. y Departamento de Bioquimica de la Facultad de Medicina de 1la

Universidad Aut6noma.

Quiero agradecer primeramente al Dr. Angel Pestafia la ayuda y cola
boracibén prestadas para este trabajo. Sin su direccifén no hubiera sido

" posible la realizacifn del mismo.
Al Dr. Alberto Sols por su acogida en el Instituto.

Al Dr. Manuel Rufz Amil por haber aceptado ser ponente de esta Te-

sis Doctoral,

A Mari Paz Cardona y al Dr. Enrique Tabarés, su imprescindible apor
tacibn con los cultivos de células. A Pilar Garcfa, su generosa ayuda
para la confeccibn té&cnica‘'de esta tesis, quitdndose muchas horas de su

propio descanso.A Antonio Ferndndez, por la realizacién de las ardficas.

A todos los compafieros del Instituto de Enzimologia, con mencibn
especial de los Drs. Roberto Marco y Jes(is Sebastifn y mis compafieros
del laboratorio B-16, por sus inapreciables ayudas en momentos importan

tes de mi trabajo.

Este trabajo ha sido realizado con una ayuda del PFPI del Conéejp
Superior de Investigaciones Cientificas, y una Beca de Investigacifn de .
la Caja de Ahorros y Monte de Piedad de Madrid. Mi reconocimiénto a am-

;

bas instituciones. «



e
A todas las personas'e Instituciones
siguientes: a las mencionadas en el
capftulo de agradecimientos, al Dr.
Eduardo Zorita, al C.M. Cesar Carlos,
a los veterinarios, a mi familia, a
mis amigos cientificos extranjeros y
a todos 1os’que en el pafs realizan
una labor c;eativa, marginada o desigk[
teresada.



Iré hacia la inmensidad;
Iré hacia el fragor de las aguas.
iTengo sed! Iré hacia la inmensidad del mar...

Claudel.
Todo proceso que no nos hace crecer,
indefectiblemente nos deteriora.

Juana de los Palotes.’



INDICE
INTRODUCCION

Cromatina: Niveles de oxganizacibn .....cseceseveccocssorssnonsse 1

Aspectos estructurales ................;........‘................ 3
Composicién: Histonas y DNA. Proteinas no hiSt8nicas .eeveevsenn. 3
Histonas: Tipos. Propiedades de las estructuras 128 y 338, ..., 5
Estructura bisica: Nucleosoma. Interacciones histona-DNA e
histong-histona.................................:........... 9

Estructuras de orden superior: papel de la Hl ..ccoeeeccccananes. 22

Modificaciones enzimiticas de las histonas .v.ceceseveccnsascses. 24

Aspectos funcionaleS ...evessccssverssvsassossencsscassessassonsas, 30

Cromatina activa e inactiva ......eccevevccenenaccssssosnsssaasses 30
Estructura del nucleosoma de genes en transcripcibn .........e... 33

Acetilaciédn de histonas y cromatina activa «....cecevivecassssecs 39

ObjetinE P 1
—‘1.5‘ " ‘ . .

4
<5

MEODOLOGIA «« e vuvenennnenonsnsnnnenesnnesenssnesesineensneenis 47
Prépaﬁaéién.de DNA nativo, desnaturalizadb y fragmentado ........ -49
Preparacifn de proteinas ..cccecescscesscnseartsencccossacsonsens 49
Histonas nativas: fraccionamiento ......eseeeeeasesssssseacssases 51
Histbnas acetiladas quimicamente: .obtencibn ....ceocecessesccessse 51
Medio de interaccidn protefna-DNA .......ceecosserceosssseneraess 53
Medida de actividades proteolfticas .....ceececsesscnsecsasacasss 53
Determinacidén de DNA en nficleos con DABA .......ceieeceesecvaaccs 54

Sistema de retencién en filtro .................Q................ 54

[543
(]

Preparacion del DABA ..civiiersesscscnnadosesonacnsassananchonsce



‘Medidas espectrofluoromBtricas .vvecesssesccsscsosscoccassnnsssns
£

Obtencién de cé&lulas (hepatocitos, c8lulas Helia) .c.icevevssancse

Obtencibn de ncleos Y cromatind cv.eeesvecsseensccsoccsnsscanns

Sistema endbgeno de acetilacifn de histonas en células enteras v
nficleos aislados

Extraccisén de histonas

R R R N R R I N N RN NN RN

R R N I I I I I N R R R R S A A R I U AT I B

Anilisis de las histonas enzimdticamente 1odificadas ..eeveceese

Sistema end8geno de transcripcifin en cflulas enteras ....e.ceeos.

Sistema endfgeno de transcripcifn en nficleos aislados ...ccceees

Extraccibn de Scidos nucleicos: de rRNAs ( partir de ribosomas .

De RNAs transcritos a partir de células O NUCLEOS .cevervsnsossens

Aislamiento y cuantificacifn de los RNAS iniciados .....coveesre

Anilisis de los RNAs transcritos
RESULTADOS Y DISCUSICN

I. Aspectos estructurales

DR R R R R N N NN

$ e s e eP e s st as st a0 PEs st TENRESTESIOTSN

DR R R I I A A A A R I A B A A R N I I I I )

I.A.1. El uso de DABA como un reactivo del NNA ...ccocevcscans

I.A.2. Espectros fluorométricos cOn DABA ...cceesrosinsescnsnrss

55
55
56

58
59
60
60
61
61
63
64

65

68

69
70
71

I.A.3. Retencibn en filtros de nitrocelulosa de complejos DNA-
proteinas: curvas patrén. Ffecto del pretratamiento de
108 FIltro8 ..ceeerncecensscasaossotsacecscscsscssssvsnses

I1.B. Influencia de_factores_ambientales_en_la_interaccibn_histo

R D e e l  m e s e c e e o o o o o e o e s w2 o 0 o e e o o

Na=DNA. ...cievecvecnvsrsoecssssesacsssscsnsscsssossncccscons

———

r.B.1.
I.B.2.

1.B.3.

-

Influencla del t1emPO ccveevrcsssrsccnsaesscscsssrasssnas

Influencia de la temperatuYa ....ceeeessevecocssssscsss

Influencia del PMSF en el medio de reaccién

ssees 0 s

75
75
75
79



I.D.4. Influencia de la fuerza ibnica

I.C. Proteasas

T s ees s es st e e s tsacsnRases

L R R A B I RS A O R AR U R B R S A A B A R B A B A N A SR BN R BB B A B )

I.C.1. Su presencia en DNA: cuantificacién ror fluorescamina ..

I1.C.2. Rliminaci6én lavando el DNA con alta sal

“e e cssrances s

TI.C.3. Afinidad por DNA (. .iicieeencsconsscatsesaasesssscsscssens

1.C.4., Cinética hiperbSlica con DNA sin proteasas ..eccesseesses

- ——

II. Influencia de los ligandos

- o e T i e o o e e e

———— e

L R R I N R A S N I I IS A SRR Y )

IT.A. DNA tevetonuncnanncssosesseeassnassssssassstassnsnasasnns

II.A.1.
II.A.2.
II.A.3.

I1.A.4.

Influencia de la éstructura primaria ..ccevceranconocas

Tamafio del DNA ...................................;....

Influencia de la estructura secundaria

R N A

Efecto de la sal: consideraciones ...ceeesscesoncsosocs

TJI.B. HiStONAS ..vccevscaccsasscecssoosassosessossansscsccsssacnsos

I1.B.3.

I1.B.4.

L = I R T - T 1 R Y Y L L R

. Curvas de interaccifn DNA-histonas individuales. Efecto

Movilidad de las histonas ...ccccesecactessnaranccccnsa

Consideraciones finales: Cooperatividad dinfmica ......

Histonas acetiladas ..eeeeeevessacconssasnossccssssvess

IITI. Aspectos funcionales ....eesssecacessresanrsoscccncnacnnns

I¥I.A.1l. Fundamentos de la metoﬁologia et reeteereanaea e

ITI.B.1.
ITI.R.2.
ITII.B.3.

III.B.4.

Niicleos y rromatina de hfigado de rata

Acetilacifn: aspectos enzim&ticos ....

I A O N A RN

s s e eacss e ea0 o

AnSlisis electroforético de histonas acetiladas ......

Transcripcién de cromatina v nficleos ..

P S N A A A A A ]

79

81
81
86
86
88

88

90
Qa0
9n
92
94
a6

101
100

111
115

119
119
120
120
123
124



III.B.5. An§lisis electroforético de RNAS transcritos ..........
IXI.B.6. Buéirato sb6dico: accién sohre la acetilacién de histo~-

nas en nficleos de hfgado y en hepatocitos en suspensién
ITT.C.1. C&lulas Hela: Histonas hiperacetiladas .....cceeveceees
ITI.C.2. Anilisis de RNAs transcritos en c€lulas .....ceeoeaeenns
ITII.C.3. Transcripcién de NGCleOS s.essssvesasssssssssscssnoccnscs
TII.C.4. Efecto de la acetilacibén de histonas sobre la transcrip

cifn en ncleos: Elongacibn ..cicerecececscacssasoanans

ITT.C.5. Iniciacidn ...iceeeeereeereceneoscancnacoccnosonssanssos

III.C.6. Consideraciones finales: Requlacién especifica ........

CONCLUSIONES .. .ccvsnncocscsscsvanssnsssscaanvacacseasonansnsssss

BIBLIOGRAFIA .ienescsssvscsccarsssarsncsecoscecsssonassscssnsnnoaces

131

137

142

142
145

145
150
152

155

159



Lista de abreviaturas

BSA: AlbGimina de suero bovino

— M Acetil Coa: 14

C-Acetil Coenzima A

— CT DNA: ADN de timo de ternera

— DABA: Acido 5,3 diamino benzoico

— DNAsasa:Desoxiribonucleasa

— DTE: Ditroeritritol

— DTT: Ditiotreitol

— EDTA Na: Acido etilendiamin tetracético,sal disédica
~ HAP: Hidroxiapatito

— MET :} -Mercaptoetanol

— NCS: Solubilizador de tejidos,Amersham-Searle
- PMSF: p-Fluoro fenil metil sulfonilo

— RMN: Resonancia magnética nuclear

— RNAasa:Ribonucleasa

— SDS: Dodecil sulfato s6dico

— TCA: Acido tricloroacético ) N
~ TEMED: N,N,N' ,N'-Tetrametilendiamina

— Tris: Tris-(hidroximetil)-aminoetano .

‘— UTs: Unidades de transcripcién
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CROMATINA: NIVELES DE ORGANIZACION

El problema del empaquetamiento de largas moléculas de DNA en los
cromosomas se resuelve en eucariotes y procariotes en varios niveles es
tructuralmente diferentes, segfin el grado de organizacidén, asi como a
diferentes niveles de funcidn, esencialmente transcripcién y replica-

cién.

Propiamente dicho, cromatina es el ti:rmino utilizado para designar
el complejo nucleoproteico que se encuentra dentro de la membrana nuclear
de las células eucaridticas, bien en una forma m&s o menos dispersa du-~
rante la interfase, u organizada en cromosomas durante la mitosis, segtn

se ve al microscopio &ptico.

La microscopia electrbnica ha llegado ya a visualizar el nivel pri
mario de organizacidn de la cromatina como una fibra de 100 R de didme~
tro, condensada regularmente en base a unas unidades repetitivas que le
confieren la forma‘de un rosario de cuentas. Estas unidades, los nucleo
somas, estin formadas fundamentalmente por unas proteinas llamadas his-
tonas y, por supueéto, por DNA, ambos acomplejados de una manera defini
da y estable en solucibn. Es realmente apasionante observar como ya a
este nivel primario de organizacién, el nucleoide procaribtico aparece
también como una fibra con caracteristicas semejantes, si bien en los
procariotes no hay histonas. Su funcibn serifa probablemente suplantada
por un tipo de protefnas semejantes, junto con poliaminas (protefna HU

de Rouviere-Yaniv; proteinas BH de Varshavsky  Col).



A un nivel superior de organizacibén estructural, las cadenas de nu
cleosomas sufren un plegamiento ("folding") resultando en una fibra
gruesa de 200-300 3, que se observa al microscopio electr6nico tanto en
nGcleos én inteffase como en cromosomas mitb6ticos. Las cadenas de nucleo
somas se enrrollarfan ("coiling") dando una estructura mis o meﬁos con-
tfnua de varios nucleosomas por vuelta, siguiendo probablemente una dis
posicién helicoidal (1, 2). La fibfa gruesa de 200-300 i sufre todavia
nuevos enrrollamientos para dar nuevas éstructuras de orden superior,
que aparecen como lazos ("loops") o dominios ("domains"). El tamafio me
dio de estos dominios se estima en 50.000 pares'de bases, en términos,
‘muy redondos. Se sabe todavia muy poco acerca de'estaé estructuras, sal
vo que las proteinas no histénicas y RNA estarfan implicados. Estas pro
tefinas estdn agrupadas en un nficleo central o andamio ("scaffold“)lque
tiene 1la forma y tamafio del cromosoma (3). E1l DNA aparece entonces an-
clado %: forma de lazos a esta estructura. Nuevamente es‘ge destacar,
que tamblén el nucleoide procaribético est8 organizado en lazos o domi-
nios cop un tamafio aproximado (4). Finalmente, todavia falta por esclg
recer como a partir de esas fibras gruesas de 250 i unidas a ese anda-
mio central se genera la arquitectura final del cromosoma en metafase,
que es donde el DNA tiene el valor mas alto de empaquetamiento, alre-
dedor de 7.000 (es decir, el cociknte entre la longitud lineal del DNA
y la que tiene el cromosoma}. Esta amplia panorfmica de los diversos
niveles de organizacitn de la cromatina, que estudiaremos en algGn de-
talle mias tarde, no solo tratan dé justificar el empaquetamiento del

DNA, sino elucidar como estin relacionados con la expresibn db una cé-



lula determinada. Es el constante problema de relacionar la estructura
Yy la funciéh. A lo largo de esta introduccibn, nos iremos dando cuenta
de como realmente se establece o se supone que se¢ establece esta rela-
ci6én, al menos en el nivél del nuéleosoma, pues a niveles de estructura
de orden superior la informacibén es todavfa escasisima. Naturalmente,
el dia en que se comprenda definitivamente, se habrin sentado las bases
del complejo problema de la requlacién de la expresifn gen&tica en cro

matina, y con ello de la diferenciacién y el desarrollo.

Pasemos a un anflisis en detalle de estos diferentes niveles de

organizacién de la cromatina, tanto estructural como funcionalmente.

ASPECTOS ESTRUCTURALES

Composicifn: Histonas y DNA. Proteinas no histbnicas.

La cromatina. contiene proteinas bdsicas y otras, RNA y DNA o ma-

terial genético propiamente dicho.

Las proporciones relativas de los componentes de la cromatina va-

rian ségGn el tejido, organismo y método de preparacibn.

Sin embargo, las protefnas b&sicas, las histonas,constituyen siem
pre la cantidad mayor del componente proteico, salvo quizis en el perio
do mitGtico. Las protefnas no histbnicas son menos bisicas, al ser sus

puntos isoelé&ctricos menores que los de las histonas.

La masa total proteica podria consid=2rarse como dos veces la del
DNA, y estd repartida de tal manera que "isualmente hay un poco mis en

peso de histona que de DNA y algo menos de protefnas no hist6nicas. Hay



también una pequefia cantidad de RNA, 5/10% del DNA, del que algo com-
prenderfa un componente estructural, mientras que mucho podrfa ser ca=
denas de RNA nacientes que no han completado todavfa su sintesis. Como
ejemplo, la cromatina de las c&lulas Hela en interfase tiene la siguien

te composici6tn total (5) relativa al contenido de DNA:

DNA teeiaeercansssanes 100
Histonase.eesceasssse 115
No histonas ..ceceee. 86

RNA ..ccecccnconsosee 12

En los cromosomas en metafase el contenido de histonas es el mis-
mo, pero la protefna no histona aumenta hasta un valor'de 355, en rela

"cibén al DNA.

Quizds convenga decir aqui algunas palabras sobre las proteinas
no histonas, porque de las histonas nos ocuparemos en adelante larga y

profusamente.

Utdiizando la técnica del sistema en gel bidimensiqagl (6),en la
que‘las protefnas se separan en la primera:dimensi6n por isoelectroen-
foque y’;n la segunda dimensién por electroforésis en presencia de SDS,
se han llegado a demostrar unas 400 protefinas no hist6nicas en ntcleos
de células Hela, la mayorfia en menos de 10.000 copias por nGcleo (7).
Posibiémente muchas de ellas podr%an ser contaminantes nﬁcleoplésmicos,
o hasta citoplfismicos, que se unen a la cromatina durante su aislamien

to, as! como proteinas de membranas, cuya unién al material cromqtinico,'

podria'ser o no estructuralmente significativo.



Adem&sade protefnas propiamente estructurales, entras las no his-
ténicas se encuentran diversas actividades enzimiticas (por ejemplo
las RNA polimerasas, las enzimas acetilantes de histonas,...) y otras
reguladores genéticos (por ejemplo, las que se unen a los receptores

citoplismicos de las hormonas esteroideas).

La medida de-la unién especifica ("specific binding"), presenta
un problema. Lin :y ' Riggs, 1975, resaltaron que.cualquier protefna con
una afinidad alta por una secuencia particular de DNA debe tener también
una afinidad determinada, aunque menor, por el DNA en general, y por
ello sugirieron que en eucariotes, habrfa muchas copias de una protef-
na reguladora cualquiera unidas inespecificamente por cada una de las

unidas especificamente.

Conviene que destaquemos aquf la existencia de un grupo especial
de prpteinas no histdnicas, las llamadas HMG (de "high mobility group",
por referencia a su movilidad electroforética en geles de poliacrilami
da), cuya importancia va en aumento. No obstante, no se conoce todavia
su papel. Hay unas 10S - 106 copias de cada una por nficleo, pudiendo

detectarse en nucleosomas aislados (8).

Histonas: Tipos- Propiedades de las estructuras 1§§-x,3§§.

Tipos

Todos los eucariotes contienen 5 tipos de histonas: dos histonas
ricas en arginina, H3 y H4; dos histonas ricas en lisina, H2a y H2b: y

una histona muy rica en lisina, IIl.



Otras histonas o protefnas semejantes aparecen especificamente en
células muy concretas, por ejemplo, en los eritrocitos de vertebrados

no mamiferos, HS5, y en algunas cé&lulas espermatogénicas, protaminas.

La tablé I nos presenta algunas de las caracteristicas de las 5
histonas tipicas respecto a sus pesos moieculares aproximados, valores
redondos en % de los tipos de aminoicidos, y composicién en lisina y

arginina, en virtud de la cual se clasifican:
TABLA I

Composicibén en aminodcidos

-3
P.M.(x10 7) % (b4sicos, acidicos, hidrofébicos) Lys/Arg

H1 21 30 5 10 20
H2a 14 25 15 ' 25 . 1
H2b 13,8 25 15 15 2,5
H3 ; 15,3 25 15 20 0,72
s m?. g : 4
H4 7 11,2 25 10 28 ©0,72
£
A3

Estas cifras son las de la cromatina de timo de ternera, pero pue

den aplicarse aproximadamente a la mayorfa de los organismos.

Es muy importante destacar aqui que las secuencias de histonas va
rfan muy poco de una especie a otra, es decir son enormemente conserva
‘ - .

tivas.

Se admite que los valores de mutacién puntual por 100 résiduos y



100 milloneg de afios son de 0,15 para las H3 y H4, 1 para las H2a y H2b,
y de 4 para el Hl (compirense con los valores conocidos para otras pro
tefnas: Citocromo C,3; hemoglobina, 14; etc....). De hecho, las histo-
nas H3 y H4 poseen las secuencias proteicas mis altamente conservadas
gue se conocen hasta la fecha en la naturaleza. Tal conservacifén supo-
ne que cada residuo a lo largo de la cadena de la H3 y H4,estd implica
do en interacciones esenciales para la funcifn de estas mol&culas, pa-
ra la supervivencia del organismo. Las diferencias que hemos citado pa

ra los tres grupos de histonas, pueden tener un significado funcional.

Frente a este ‘hecho general, va siendo cada vez m&s claro la exis
tencia de variantes en la estructura primaria de las histonas H1l, K3,
H2a y H2b, no s6lo cuando se comparan diferentes organismos o diferen-
tes tejidos del mismo organismo, sino también para un mismo tejido y
durante la embriogénesis (9,10). La cuestién central que subyace deba-
jo de este hechou es si esta hetereogeneidad en las histonas, y por con
siguiente en los nucleosomas que forman, junto con la que tambié&n pro-
porcionarfan las modificaciones enzim&ticas postsintéticas de las his-
tonas (acetilacién, fosforilaci6n, metilacibn, y poli-AﬁP—ribosilac;én)
y la presencia de las proteinas no hist6nicas HMG, podria estar relacio
nada con modulaciones especificas de la estructura bisica de la croma-
tina y por consiguiente estar implicada posibiemente en la expresibn
genética diferencial. A este respecto, la reqgulacibn coordinada de 1la
sintesis de las variantes de histonas durante la embriogénesis del eri
zo de mar, sugiere una fuerte correlacidn entre diversidad de histonas,
cambios en estructura de la cromatina y expresifn de un programa de de

sarrollo.



Otra propiedad importante de las histonas que relaciona las estruc
turas primaria y terciaria y con ello su papel en los nucleosomas y es-
tructuras de orden superior, es la distr}bucidn asimétrica de los ami-
nodcidos a lo largo de la cadena polipeptfdica. Las cuatro histonas
que constituyen el nGcleo del nucleosoma como veremos m&s adelante, a
saber: H2a, H2b, H3 y H4, poseen unas regionés N-terminales (comienzo de
la cadena polipeptidica) bien definidas, muy b&sicas, mientras qué las

regiones C-terminales (fin de la cadena) de las H3 y H4 y las centrales

de las H2a y H2b son apolares.

Esta situacidn condiciona su estructura tridimensional y con ello
las posibilidades de interacci6n intermoleculares. En' principio, tal
asimetria conduce a pensar que las regiones N-terminales muy basicas,
cargadas positivamente, son los sitios primarios de intefaccidn con las
cargas negativas portadas por los grﬁpos fosfato del DNA, mientras que

las regibnes apolares estfn implicadas en Iinteracciones histona-histona.
- . )
P

s,

. ﬁgr otro lado, conformacionalmente, las zonas ricgé en residuos
‘ apolares tienden a adoptar una estructura én hélice, mientras que las
ricas en cadenas laterales polares (lisina, arginina, histidina, &cido
aspi8rtico, 8cido glutimico), protagonizarin una serie de repulsiones
electrostiticas que evitan la formacién de estructura en hélice. Ade-
mis no hay que olvidar la gran importancia de las caracteristicas del
medio en que se encuentre la protéina, especialmente en lo referente a

la fuerza i6nica,y asf 1la extensidn de la formacifén de hélice incrementa

con la fuerza idnica cooperativamente (11).

. . . {
El descubrimiento de complejos en solucién entre histonas especi-



ficas: (H3, H4)2, (H2b, H2a) y (H4, H2b) (12), y su estudio detallado
por resonancia magnética nuclear (RMN) y otras técnicas fisicas (13},
apoyan que ;l nGicleo de histonas que forman el nucleosoma corresponde
a su asociacibn por las regiones apolares, mientras que las regiones
N-terminales bisicas interaccionarfan con el DNA nucleosomal, el inter
nucleosomal o ambos. Ahora entendemos mejor el significado de la fuer-
te conservacibén de las histonas, a saber, que los residuos de la super
ficie, los mis susceptibles a la alteracién durante la evolucidn en
otras protefnas, son tan importantes en las histonas como los residuos
internos de sus zonas globulares. Estos filtimos aseguran un correcto
plegamiento, mientras que aquellos hacen que la superficie interactle

extensa y especificamente con otras moléculas,histonas y DNA.

La H1l, que no estd implicada en la formacidén del nficleo o corazén
del nucleosoma ("nucleosomal core"), posee una estructura semejante en
el sentido de que consta de una regién central globular, flanqueada a

cada lado por regiones bésicas.

La fig. 1, nos muestra los modelos de la estructura de los comple

jos entre histonas (H3, Hd)2 y{(H2a, H2b),asf como la de la HI.

Estructura bisica: Nucleosoma. Interacciones histona-DNA e histona-his-

tona.

Esti incremantindose de una manera exponencial la informacién de
que se dispone sobre el nucleosoma. Los investigadores han trabajado en
désdirecciones, o examinando la estructura interna del nucleosoma, o es

peculando sobre la manera de ensamblar cadenas de nucleosomas para ob-
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A r. (H3h, (H4), (H2A)  (H28)

78gion basigue 2 O (s région barique

C 4

-« Fig. V1.,A.~ Modelos de la estructura de los complejos entre histonas
(H3)2 (Hy)3 y (H2a) (Hzb). Los niémeros dentro de las re-
giones N-terminales Indican los residuos de lisina que -
pueden ser modlficados quimicamente. E

B.- Estructura de la histona Hi. Las flechas indican las re-
glones de la molécula que pueden sufrir transformacién -
quimica por fosforilacién.

(*"La chromatine'E.M, Bradbury. La Recherche N2 91, Julllet-Acut 1978).
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tener los altos grados de estructura y compactaciftn del DNA, que son

caracteristicos de la cromatina en el nfcleo.

El nucleosoma se define como la partfcula que contiene la longitnud
entera de DNA,que es generada repetitivamente en los momentos primeros

de la digestidn con nucleasa estafilocSfica.

El nucleosoma consta de una longitud bien definida de DNA (14, 15),
aproximadamente 200 pares de bases, acomplejada con un octémero (16) de
histonas. El oct&mero contiene dos copias de cada histona H2a, H2b, H3
y H4; Hl no forma parte propiamente del nucleosoma, pero esti asociada

con El.

Con la progresiva acumulacién de datos sobre su estructura, estas
caracteristicas generales del modelo del nucleosoma se han confirmado,

pero los detalles se han modificado, como era de esperar.

Est§ ya claro que la cantidad de DNA por octimero de histonas pue
de varilar entre 140 y 240 pares de bases, dependiendo del organismo y
tejido de los que se aislen los nucleosomas, (17-21); incluso para un

golo tipo de cé&lulas esta longitud no es .omogénea (18, 19}.

La evidencia para esta variabilidad viene de estudios de digestién
de niicleos celulares con nucleasa estafiloc6cica, cuyos primeros puntos
de ataque se localizan dentro de las regiones espaciadora ("spacer") o

de acoplamiento ("linker"), que separan las unidades repetitivas.

Una digesti6n limitada libera oligémeros y monémeros de nucleoso-

mas, de manera que la extrapolacifn a tiempos cero da el tamafo de la
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unidad repetitiva fundamental.

Si la digestidn es mis larga, se consigue una degradacifn prefe-
rencial rédpida del DNA espaciador conduciendo, en el caso del mon&mero,
a la aparici6n de un corazbn ("core") nucleosomal relativamente esta-
ble,que contiene el oct&mero de histonas y 140 pares de bases de DNA

(20-22).

El tamafio de este segmento es invariante en todas las muestras de
cromatina examinadas hasta hoy. Por consiguiente, la variabilidad en
la longitud éel DNA en la repeticibn nuéleosomal, proviene de la varia
cién de la longitud de las regiones espaciadoras que separan los cofa—'

zones de los nucleosomas.

Los estudios realizados sobre estos corazones han sido posibles

gracias a las técnicas fisicas de difraccifn de neutrones, de rayos X

y microscopfa electrdnica, sobre material nucleosomal en solucién (23,
24), o cristalizado; y gracias por otro lado a las técnicas bioquimi—
cas dgg&igestién con nucleasas del DNA nucleosomal (254}‘ o .
A E;lmodelo que se dibuja de los estudios fisicos estarfia de acuer-
ao coﬁlél que nos muestra la figura 2: el corazbn nucleosomal es un ci
lindro de unos 110 A de difmetro y 55 A de altura. Considerando la re-
soluc}én actual de estas técnicas, no se ha determinado todavia el ca-
mino exacto seguido por el DNA, ?unque lo colocan sin ambiguedad en la
periferia de la partfcula. Se as;me por lo tanto que los 140 pares de
bases del DNA forman una superhéiice uniforme envuelta alrededor del

cilindro, con un difmetro de unos 100 Ry\nlpasc de hélice de unos 28 A,

dando aproximadamente 1 3/4 vueltas de hélice sobre e) nlcleo de histo

i
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ggik;hgz‘ﬂ?tnﬁ/,-d'tt‘!’qdfth

« caot Ju nucheoLome » “5 nm

Flg. 2;- Estructura en solenolde de 1a fibra de cromatina, Observense
las medidas que corresponden a un nucleosoma,
("La chromatine", C.,M, Bradbury. La Recherche N2 91, Julllet-Aout 1978),
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nas, correspondiendo légicamente 80 pares de bases por vuelta de DNA

en forma B.

Los estudios con nucleasas, DNAasa I principalmente, han mostrado
como el DNA nucleosomal sufre una serie de cortes, produciendo una se-
rie de bandas discretas correspondientes a tamafios de DNA que son mfl-
tiplos enteros de 10 nucledtidos (26), tal y como se observa en éeles
de electroforésis y previa desnaturalizacién de los productos (ya que
esta enzima realiza cada corte sobre una sola de las bandas). Es por
ello evidente que dentro del nucleosoma hay sitios discretos de ataque, . %
que ademds no son iguaimente accesibles, en respuesta a la propia estruc %
tura del nucleosoma. La fig. 3 muestra &1 camino propuesto del DNA en :
superhé&lice alrededor del corazén del nucleosoma, mostrando ademis los
sitios de ataque nuclefisico. Este modelo presenta la cuestibén de cual
es el origen de la separacién de 10 nucleStidos entre losysitios de ata
que nucledsico; la respuesta esti relaéionada con el paéo'de rosca de
10 pares'de bases de las fibras de DNA, en la forma B, de manera que
esta pefﬁgdicidad existe también en el DNA qucleosomal.*E:ick y Klug,
1975?’p:qpusieron como explicacibén concreta el modelo de la h&lice aco
dada ("Einky helix"), donde segmentos lineales de DNA son doblados dis
contfnuamente a intervalos de 10 pares de bases, formindose una especie
de codgs o ingulos en esos puntos, que serfan los sitios‘susceptibles
a las nucleasas. Noll, 1974, ha propuesto en cambio que el doblamiento
del DNA es continuo, de tal maner; que cada punto del DNA sufriria la
misma fuerza de tensién alrededor del nficleo de histopas; en este caso,

cada banda del DNA serfa susceptible a la nucleasa. en aquel punto en

que sobresaliera mis de la superficie del nucleosoma, es deciq cada 10

)
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Fig. 3.A.- Dlagrama de las 13/% vueltas de Va superh&lice DNA mostran
do las 140 pb que corresponden al corazdn nucleosomal.
8.~ Frecuencla de corte por la DMAasa ( para los distintos st
tlos susceptibles en el DNA nucleosomal. '
(*: frecuencla alta, 0: frecuenclia media, 8: frecuencia ba
Ja). Observense en ambos dibujos la situaclén del eje bina
rlo, '
("Structure of nucleocsome core particles of chromatin', J.T. Finchy
€nl. Nature, Vol.269, 1 Sept. 1977.)
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nuclebtidos (para entender este filtimo modelo, debemos considerar que
el plano bidimensional del DNA es perpendicular al de la superficie

del cilindro sobre el que se enrrolla).

Como ya se ha dicho anteriormente, no hay ninguna duda de que.en
casi todas lés especies eucaribticas todos los nucleosomas contienen
dos de cada una de las histonas H3, H4, H2a y H2b. Tal evidencia pro-
viene de estudios inmunolégicos con anticuerpos para cada histona:
frente al nucleosoma ensamblado "in vivo" (27), de experimentos de re-
constitucién "in vitro" en los que los que las cuatro histonas son re-
queridas en cantidades equimolares para ensamblar un nucleosoma (28},
de experiencias de entrelazado quimico ("cross-linking”) de histomnas
en cromatina mostrando un octémero (29) y de las medidas precisas de

los cocientes histona/DNA para cada histona (30,31).

.‘r.“
s Pt

,kHay una quinta histona asociada con el nucleosoma,'la Hl o uha de
sus ﬁariantes. Es muy probable que haya séio una molécula/nucleosoméﬂ
(32), a pesar de los muchos datos en la literatura de que la estequio-
metria real podfa ser:1:l para las cinco histonas. La localizaci6n de
las hfstonas en el nucleosoma puede ser analizada en su relacibn entre
ellas mismas y en relacién al DNA'nucleosomal. Aunque ya hemos apuntado

.algunos aspectos anteriormente respecto a este tema de las interaccio-
nes, es ahora el momento de evaluar su exacto conocimiento dentro del
nucleosoma. Conviene destacar que si todos los campos de la cromatina

deben ser desarrollados, este es uno de los que mis lo nccesi#an por
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la escasez de informacién, si bien no faltan las especulaciones.
L]

Los experimentos de “cross-linking“ mis recientes (17,19) han con-
firmado que hay dos regiones de histonas en el nucleosoma, una contenien
do el octéimero, la otra conteniendo la Hl,.Los estudios de digestién con
nucleasas han mostrado tambi&n que la H1l es liberada durante la apari-
cibn del corazén a partir del nucleosoma (33-35), y por consiguiente es
td probablemente unida al DNA espaciador ("linker"), pues aparece simul
tineamente un fragmento de unos 35 pares de bases con la Hl1 unido al mis

mo (36).

Por otro lado, los estudios de "cross-linking" han mostradc también
que los contactos entre histonas en el nucleosoma son 1los mismos que en

cromatina completa.

Si se elimina el DNA del nucleosoma tratando este con ClNa 2M, es
posible obtener en solucibn el corazén proteico como tal octémero (37),
aungue es punto de controversia todavia su estabilidad, de manera que
las especies predominantes serfan m&s bien tetr&meros (38). Pues bien,
Weintraub, Worcel y Alberts, 1976, han predicho un modelo de nucleoso-
ma gue intenta relacionar su estructura y funcibén y que no excluye que
bajo condiciones apropiadas y en combinacién con el DNA, ese octimero
de histonas podrfa dividirse en dos tetrimeros heterotipicos simétricos,
rindiendo medios-nucleosomas gque han sido ya observados al microscopio

electrbnico (39).

Conviene que destaquemos ya la importancia de este modelo,que re-
sume muchos de los datos hasta hoy obtenidos sobre el nucleosoma y que
se basa en un aspecto muy importante de su estructura, su probable

simetrfa binaria. La fig. 4 muestra una representacién esquematica de
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FRONT CONTACTS FRONT CONTACTS

REAR CONIACTS
REAR CONTACTS

Fig.h.~ Representacién esquemitica del
modelo de nuclegsoma, basado - v

sobre dos medio-nucleosomas a-

#* pareados simetricamente. L .
¢ Representacidn esquematica de
A
r Sférueﬂt:a‘ta:b‘en u:: disposl dos posfbles varlantes sobre
. clén posible de las histonas - .

e P la visidén posterlor del mode-

dentro del tetrimetro. Observen
- o del nucleosoma.

se los contactos con el DNA,
Observense los contactos. de -

- los extremos N-terminales de
) las histonas con el DNA.
(""A mode! for chromatin based upon twd symmetrlcally paired half-nucleoso-

mes", H. Weintraub y Col. Cell, Vol. 9, November 1976.)



un modelo de nucleosoma basado sobre dos medios-nucleosomas apareados

+
simétricamente.

Aparte del encuentro de un par de cada histona en el nucleosoma,
la existencia de un posible eje de simetrfa rotacional binaria,es so-
portada por la forma de comportamiento del DNA nucleosomal frente a las
DNAasas I y II. Ya hemos visto como los cortes'de la DNAasa I se produ
cfan a lo largo de todo el DNA con una periodicidad de 10 pares de ba-
ses; sin embargo, hay importantes variaciones en las frecuencias de
corte para cada punto, de manera que las sensibilidades a la enzima son
semejantes para cada dos puntos separados 80 pares de bases, es decir,
la longitud de una vuelta de hélice del DNA siguiendo el recorride de
este en el nucleosoma, pero solo 28 i transversalmente, gque es el paso
de rosca de ese DNA asi enrrollado. De esta manera, los puntos sobre
la doble h&lice del DNA separados 80 pares de bases est&n situados lo
mis cerca posible, 28 i, y pueden ser protegidos de forma semejante
por tener el mismo ambiente local. Naturalmente, este modelo de ataque
con variacién en las frecuencias serfa concomitante con. el de una dis-
tribucién simétrica de los contactos DNA-proteina. Por otro lado, se
ha observado que la DNAasa II corta el DHA de la cromatina a intervé—

los de 100 pares de bases bajo ciertas condiciones ibnicas (40).

Ello est8 sugiriendo que ademfs de cortes en sitios preferencia-
les entre los corazones nucleosomales, puiria haber otro en el medio

de cada corazén.

Mirzabekov y Col.con estudios de "cross-linking” histona-DNA, pa-

recen llegar a la conclusién de que hay una molécula de histona de ca-
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da tipo unida a cada banda del DNA y que dos moléculas de cada histona
H2a, H2b, H3 y H4,est&n dispuestas simétricamente sobre las dos bandas
del duplex DNA en el coraz6n nucleosomal., H4 y H3 parecen estar unidas

a los extremos 5' y 3' respectivamente de.cada banda del DNA. Este mis

mo investigaddr apunta gue tal interaccidn de las histonas con una ban

da del DNA, la cual soporta nuevamente el modglo de Weintraub y Cﬁl, 1976;
podia no interferir con los procesos de transcripcibn y replicacibn,

Por otro lado, ha mostrado en un estudio paralelo gue las histonas es-
tén situadas principalmente fuera de los huecos mayor y menor del DNA, .
dejando el menor bien éxpuesto, lo cual podrfa ser importante para la
interaccibén con protefnas reguladoras implicadas en la expresifn gené-

tica.

Una gran parte del trabajo desarrollado sobre el tet;&metro, ﬁa
"sido centrado sobre la cuestibén de si las regiones NHZ- terminales de
las histonas tienen una conformacién diferente del resto de la molécu-
la. La;cgpstién surge del hecho que ya hemoé descrito,de;age los amino
5cidg§{gésicos estin localizados principalmente en estagyregiones'an-
terminales y de la demostracibn por Weintrahb y Col, (41), 1974, de que
la tripsina‘libera residuos de 20-30 aminodcidos de estas regiones cuan
do se ataca la cromatina. Esto junto con la pronta evidencia suminis-
trada por la RMN (42), condujo a la idea de que las histonas se asocian
entre s{ esencialmente a través de sus regiones COOH-terminales, mis

bien globulares, y que las colas NH,-terminales se extienden hacia fue

2
ra para, envolver el DNA. La fig. 4 nos muestra como el modelo de Wein-
traub y Col representa estas colas interaccionando con cl DNA en el nu

cleosoma. (Vease tambi&n la fig. 1). ' §
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Kornbeig, 1974, fué el primero que sugirif que las histonas H3 y
H4 podian jugar un papel Gnico en la estructura del nucleosoma. Se sa-
be que los nucleosomas pueden ser reensamblados mezclando DNA e histo-
nas en condiciones controladas, de manera que las estructuras obtenidas
poseen las mismas caracterfsticas que los nucleosomas nativos. Fué du
esta manera como se encontrd gque las H3 y H4 son necesarias y suficien
tes para la generacibén de un complejo semejante al nucleosoma, aunque
algo mis pequefio. Parece que H3-H4 sblo, pueden organizar 140 pares de
bases de DNA en una manera muy similar a como lo hacen en el corazén
nucleosomal completo, tal y como se ha comprobado por microscopia elec
trénica, difraccibén de rayos X, digestién con nucleasas, etc,.., aunque
debe ser demostrado todavia que estas partfculas H3-H4 se asocian como

los tetrémeros (H3)2—(H4)2 (Simpson y Col, 1977), (Ver fig. 1).

Debemos tener presente, gue las histonas ricas en arginina han si
do las mis estrictamente conservadas durante la evolucién en su estruc
tura primaria, y que son también las mis fuertemente unidas de todas

las histonas al DNA.

Pero ¢cual seria entonces el papel de las histonas H2a y H2b?. La
hip6tesis es gque pddrfan jugar un doble papel: por un lado, interaccio
nar con la particula subnuclecsomal H3-H4 ayudando a estabilizar el
plegamiento del DNA en el coraz6n nucleosomal; y por otro lado, unirse
junto con la H1 al DNA espaciador ("linker DNA"). De esta manera, la
conservacibn de la longitud del DNA del corazén, 140 pares de bases,
serfia debida a la conservacién en la secuencia de aminodcidos de las H3
y H4 (43),mientras que la variacién en la longitud del DNA espaciador

lo seria (44) por variaciones en la estructura de las H2a, H2b vy Hl. De
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hecho ambos, DNA corazbn y espaciador, est8n contenidos en nucleosomas
carentes de Hl, indicando que el espaciador no est8 formado solo por Hl
sino que podria implicar a las H2a y H2b (28, 45). Hemos ya comentado
ademds el hecho de la variabilidad de las estructuras primarias de las
histonas Hzé y'HZb, especialmente en las regioneé bisicas, lo cpal con
duce a la interesante posibilidad de que estas variabilidades en las
zonas‘que interaccionan con el DNA, podriéh definir quiz8s en parte y
junto con la H1l, la longitud variéble del DNA espaciador. Evidentemente,
las regioneé conservadas de las H2a y H2b son importantes para las 1n—'
teracciones histona-histona en orden a mantener un corazén de histonas

estable.

Estructuras de orden superior: papel de la Hl,-

Como ya sefialamos al principio, los nucleosomas est&n implicados
en 6rdenes superiores de estructuracién, con el fin de plegar el DNA
en légﬁorma tan extremadamente compacta gque se encuengxi en el nGeleo. i
Laﬁaéencién se ha centrado sobre los dos primeros nivgies de oréaniza—
ci6n, “in filamento de cromatina delgado, 100 A en difmetro, y una fibra
m&s gruesa, con un di8metro de 200-300 i. La fibra delgada es casi con
toda seguridad, una cadena lineal de corazones nucleosomales en contac
to unos con otros! La fibra gruesa parece ser generada por enrrollamien .
to de la fibra delgada. Los estudios de difraccibn de neutrones de la
fibra de cromatina de 300 R, sugieren que los nucleosomas est&n dispues
tos en un solenocide con un paso de rosca de 100 R,'un didmetro de 300 K

Y un hueco central de 100 R (46) . El paso de rosca esté determinado

érobablemente, por el empaquetamiento lado a lado de nucleoéomas sobre
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las vueltas‘*adyacentes del solenoide. Estos mismos solenoides se obser
van en micrograffas electrfnicas de olig6meros de nucleosomas si el

2+ estd presente, si falta solo es visible la fibra delgada de 100 A

Mg
(1). Que la histona H1, la fuerza iénica y/o cationes divalentes estén
implicados en el mantenimiento de estructuras de cromatina de orden su
perior, son hechos que ya se conocfan desde hace tiempo (2, 28, 35, 45,

47-49).

Hay buenas razones para pensar que las interacciones entre nucleo
somas estin modificadas o estabilizadas por la Hl, puesto que ya hemos
mencionado que esta histona esti unida a la cromatina al menos en par-
te a través del DNA espaciador. La presencia de Hl en cromatina, o su
ad%;pi&n a una cromatina sin ella, result: en una compactacién de la
cadena nucleosomal; su eliminacién permite la apertura de la estructu-
ra hacia las formas conocidas en collar de perlas (50-52). Estudios so
bre la unién ("binding”) de la H1 a olig6meros de nucleosomas, han mos
trado un incremento contfnuo en afinidad hasta el octanucleosoma, a par
tir del cual ya no muestra dependencia con ei tamafio. Esto sugiere gque
los octanucleosomas son capaces de formar una unidad estable de estruc
tura de orden superior, y de hecho las micrografias electrbnicas de
fracciones de oligonucleosomas conteniendo H1l, revelan la presencia de
estructuras esféricas de aproximadamente 200 R de didmetro, de 6-10 nu
cleosomas, y que se han denominado supercuentas ("superbead") (2). No
se sabe todavfa si esta serfa la forma habitual de estructuracién en
la cromatina nativa. Ha sido sefialado (2) gque la expdsicién de la cro-
matina a muy bajas fuerzas ibnicas, desorganiza la fibra gruesa de cro

[
matina de 300 A y altera la unién dependiente de tamafio de la H1l, qui-
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z4s por interrupcibn de sus interacciones cooperativas.

No est8 claro como la Hl contribuye a la compactacién de oligonu-
cleosomas: podrfa formar puentes entre las vueltas de superhélice, (52),
y/o bien conectar ‘regiones espaciadoras entre ambos lados de un solo
nucleosoma (53). Conviene subrayar que de todas las hisfonas, la H1 pre
senta la méxima variacibén en secuencia de aminodcidos, y podrfa especu
larse que el tamafo variable de la regibn espaciadora entre corazones
nucleosomales est8 correlacionado con las subespecies de H1l unidas al

mismo (54, 55). A ello podrfan contribuir también las H2ay H2b como yé

hemos sefnalado.

Modificaciones enzim&ticas de las histonas.-

Las histonas sufren una variedad de modificaciones enzimiticas post
sintéticas, especificas de secuencia, y en posiciones particulares de

la secuencia de aminoicidos (43, 56).

Qﬂg cadenas laterales de los residuos de lisina pugaen ser N—éce- <
tilgdost o N-metilados (mono-di- o trisubstituido); los residuos égri
na puééén sef O-fosforilados; los residuos histidina y arginina pueden
ser N-metilados; y el residuo NH2-terminal de la histona puede ser ace
tiladp. La variedad estructural introducida por estas modificaciones,
contrasta fuertemente con las reﬁtricciones estructurales impuestas
por la alta conservacibn de las secuencias de aminoicidos de las histo
nas,particularmente H3 y H4, Una’posible interpretacién es que una
‘uniénlfirme y precisa de las histonas con el DNA y entre ellas mismas

‘es estructuralmente critico (de aqui la conservacibn de sus secuencias),
: | :

pero que la liberacibn de estas interacciones es también eseﬁcial para
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funciones cromosomales particulares (replicaci6n, transcripcibn), y esto
+
podria lograrse introduciendo perturbaciones estructurales a través de

modificaciones enzimiticas de las cadenas laterales de amino&cidos.

Estos diferentes tipos de modificaciones tienen consecuencias dife
rentes: la N-acetilacibn provoca la pé&rdida de una carga positiva; la
N-metilaci6n de lisina no provoca un cambio de carga pero si un incremen
to en la basicidad del nitr6geno y un incremento de la hidrofobicidad;
la O-fosforilacién introduce dos cargas negativas: la poli (ADP)-ribosi
lacibtn introduce una carga y media negativa por cada residuo ADP-ribosa
incorporado. Los grupos e€-N-acetilo y los O-fosfato son metabblicamente
inestables y se recambian ripidamente, m.antras que los grupos acetilo
NH,-terminales y los N-metilo son estables. Esta capacidad de recambio
ha despertado un considerable interés, pues podrfia conferir algln tipo

de especificidad celular.

Los estudios de secuenciacién de aminoicidos, han permitido cono-
cer con detalle algunas caracteristicas de estos procesos, en cuanto al
tipo de histonas y residuos modificados. Aunque en muchos casos se han
establecido las posiciones de las modificaciones en la secuencia, su sig

nificado biolbégico preciso esti lejos todavia de ser entendido.

La fig. 1 nos muestra las posiciones numéricas de los residuos de
lisina, en las regiones N-terminales de las histonas nucleosomales, que

pueden ser modificados por los distintos tipos.

La tabla II trata de ser un resumen de algunas de las caracteristi
cas de la metilacidn, fosforilaci6n y poli (ADP)-ribosilaci6bn de histo-~

nas; la acetilacidén es tratada a continuacibén con mis detalle..
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Los estgdios sobre acetilacién de histonas han puesto de manifies-~
to la existencia de dos tipos de acetilacifn: a/metabSlicamente estable,
en el residuo serina. N~terminal de las histonas H1, H2a y H4, y b/ ace
tilacibén metabdlicamente inestable en los residuos internos de lisina,

en la forma e-N-acetillisina, que ocurre fundamentalmente en las histo-

nas ricas en arginina H3 y H4 (57, 58).

La acetilacidn N-terminal estable es inhibida por cicloheximida (59),
y se asocia con la biosintesis de histonas. Se han aislado enzimas ace-
tiltransferasas citoplismicas capaces de a~atilar histonas,vde caracte-
risticas diferentes a las nucleares (60); y se han aislado péptidos na-
cientes de polisomas con movilidad similar a la de las histonas, identi
ficindose el grupo acetilado como N-acetil serina (61). Cuando las mol§
culas de histonas entran en el nficleo celular, pueden sufrir el segundo
tipo de acetilacién, la de residuos internos de lisina dentro de la ca-
dena polipeptidica. La reaccidn resulta en la neutralizacibén de la car-

ga positiva sobre el grupo e-amino del residuo de lisina afectado.

Los sitios especificos de acetilacifn han sido identificados por -
estudios de secuencia de protefnas, y con el uso de histonas de varias
especies. En la H4, se acetilan los residuos lisina de las posiciones 5,
8, 12, v 16 en la regibn amino terminal (58, 62), (ver fig. 5). La lisina
de la posicién 16 es el sitio principal de acetilacibén interna de la H4.
En la H3 las posiciones son 9, 14, 18 y 23 (63, 64). H3 y H4 son las
fracciones que presentan mayor grado de acetilacif6n "in vivo", aunque
también las H2a y H2b son susceptibles, pero en menor grado. La H1l no
se acetila en la mayorfa de los sistemas estudiados, pero en células en

cultivo p.ej. CHO, s{ es posible detectarlo (65).
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Fig. 5.- Secuencia de aminofcidos de la Hi, mostrando los sit{os sus.
ceptibles de acetllacidn enzim§tica:

("Processing of newly synthesized histone molecules', A.Rufz Carrlllo

y.Col. Science, Vol. 190, 10 October 1975).
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Las moléculas individuales de histona con secuencias de amino&cidos
idénticas, pueden diferir con respecto a su grado de acetilacidén. El re
sultado es que preparaciones puras de histonas H3 o H4 son heterogéneas
internamente. Cada clase de histona comprende una mezcla de cadenas po-
lipeptidicas, algunas de las cuales estdn acetiladas internamente en di
ferentes grados mientras que otras no lo est&n en absoluto. Cada una de
las subfracciones pueden adem&s diferir con respecto a otras formas de

substitucibn, tales como metilaci6bn o fosforilaciébn.

La e-N-acetilaci6én de H2a, H2b, H3 y H4 sucede en la fase S del ci
clo celular, en varios tejidos asi como en células en cultivo. Se ha su
gerido que los ciclos de acetilacibn y deacetilacibn (56), podian ser
esenciales para el ensamblaje de las nuevas histonas sintetizadas en la
cromatina y para la consecucifén de una adaptacién final correcta. Es de
cir, que la acetilacién mfiltiple de los residuos lisina en las regiones
més bisicas de las nuevas moléculas H4 sintetizadas, al reducir la repul
sibén electrostitica, permitirfa a estas regiones asumir una conformacibn
a-helicoidal y lograrse asi uﬁ ajuste mis controlado y preciso de la H4
sobre la hélice DNA (64). El modelo requiere unaacetilacién mdltiple de
cada cadena nueva sintetizada, a fin de asegurar su unibn correcta al

DNA.

Por otro lado, dado que el modelo del nucleosoma presenta proble-
mas inmediatos con la transcripcidn, ya que la RNA-polimerasa debe nece
sariamente caminar sobre el DNA, es necesario postular que las interac-
ciones histona~histona & histona-DNA cestin interrumpidas, al menos tem-
poralmente. La acetilaci6n de los residuos de lisina en las regfoncs bi

sicas de la molécula de histona, debilitarfa las interacciones i6nicas
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entre las histonas y el DNA, de manera que el alto recambio de los ace-
tilos, permitirfa al nucleosoma restablecer interacciones criticas bre-

vemente despué&s de que hayan sido rotas.

El estudio de efectos directos de la. acetilacién de histonas sobre
la estructura del DNA,han sido posibles gracias al‘desarrollo de métodos
cromatogridficos y electroforéticos. para la purificacién de subfraccio-
nes de histonas que difieren en su grado de acetilaciﬁn'(ﬁﬁ). La H4 de
nficleos de timo de ternera ha sido separada en sus subfracciones natura
les cero, mono y multi-acetiladas. Cada una de ellas fué comparada con
respecto a sus interacéiones con DNA, con el uso del dicroismo circular
para seguir cambios en la conformacidén. Los resultados indican que la
forma monoacetilada de la H4 es menos efectiva que la no acetilada en
la alteracidén de la conformacibén del DNA, aunque ambas se unen al'écido
nucleico (67). Esta es la primera evidencia directa de qﬁe la acetila-
cidén de residuos lisina en histonas, puede alterar sus interacciones con

DNA. )
, ,:.1"‘ ‘ o
ﬁPor lo tanto, un cambio en la conformacién del DNA como resultado

de la acetilaci6én de histonas, podfa suministrar una base fisica para
las numerosas correlaciones que hay entre acetilacifn y cambios en la -
estructura y funcién de la cromatina.

.

ASPECTOS FUNCIONALES !

Cromatina activa e inactiva.-

Elucidar una estructura es fascinante por si misma, pero para los

biblogos moleculares, la cuestién central es siempre la de cual es el -

|
}
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significado de una estructura dada’ en términos de su funcibn. Intuitiva
mente, y de ;cuerdo con el concepto clisico de que las histonas juegan
un papel en la represibébn no especifica de la actividad genética (68,69),
el empaquetamiento del DNA en nucleosomas compactos por fuerte asocia-~
cibn con histonas, parece exclufr una transcripcién eficiente por la

maquinaria transcripcional.

Ya que cualquier modelo de estructura de cromatina debe en Gltimo
extremo justificar, al nivel molecular, la transcripcifn selectiva de
solo una parte del genoma, no es sorprendente que muchos grupos hayan
intentado durante estos Gltimos afios establecer si la organizacién nu-
cleosomal es ubicua en el genoma. Obviamente, no se puede estudiar 1la
estructura de la cromatina activa y compararla con la de la cromatina
inactiva (inerte),sin conocer si la expresién o no expresién de un gen
determinado, de un tejido o célula determinadas, esti realmente relacig
nado de una manera directa con la requlacib6n de su velocidad de trans-
cripcifn y no con los sucesos posttranscripcionales. Por elle, convieéne
que brevemente mostremos alguna evidencia reciente de que al menos en
algunos sistemas, la expresibén genética estd regulada al nivel de la ini

clacibédn del RNA.

La visualizacién de unidades de transcripcifn ribosomales activas
(UTs) y su modulacién a diferentes estados de desarrollo (70,71), sumi-
nistra una fuerte evidencia de gque la transcripci6n del rDNA estd regu-
lada. Otros estudios sugieren que la expresifn de genes no ribosomales
podia estar también regulada al nivel de transcripcibén, ya que se han
visualizado UTs no ribosomales delimitadas por sitios de iniciacibn y

terminacién (70). Sin embarqgo, estos Gltimos resultados no excluyen que
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en un organismo dado, un gen determinado (los genes para la globina u
ovoalbGmina, p. ej.) pueda ser transcrito en todos los tipos celulares,

Y que sus RNAs transcritos sean degradados ripidamente y no se acumulen

a menos que otros sucesos posttranscripcionales sucedan. Tal posibilidad
no es muy consistente, al menos en el caso de los genes de la ovoalbfimi
na de pollo y globina, ya que las moléculas de RNA polimerasa en irans—
cripcibén aparecen sobre estos genes solamente en las células donde se
expresan (72}. Los estudios inmunolfgicos de Jamrich y Col. y de Elgin

y Col., los cuales muestran que la distribucién de la RNA polimerasa II :
est8 correlacionada coﬁ el estado transcripcional (activo e inactivo) v
de un locus dado en el genoma Drosophila, soportan tambi&n la conclusién
de que no todos los genes que pueden ser expresados en’ un organismo, son

transcritos en cualquier momento en una c&lula determinada.

El aislamiento de cromatina activa es una etapa importante pafa es
tudiar su estructura, aunque este camino es materia de controvertidas

discusiones cientificas. Las otras dos vias son buscar g%an activos
. :

P

en ngcféosomas,'y estudiar cromatina en el microscopio electrénico.J.M.
v

Gottésfg}d y Col. (73), han descrito una inferesante metodologia para
la preparacifn de cromatina activa, en la que se realiza una digestién
de cromatina total con DNAasa II de bazo, seguida de la precipitaci®én

2+ contiene

de cromatina inactiva con Clng. La cromatina soluble en Mg
RNA naciente e incluye secuencias xde DNA transcribibles, pero excluye
secuencias de DNA inactivas. Mis aﬁn, en un rango diverso de tipos de
célulaﬁ, la cantidad de cromatina soluble en Mg2+ se correlaciona con la

2+

actividad total transcripcional. La cromatina soluble en Mg muestra

1& misma longitud repetitiva de DNA, 200pb, 'y el mismo complemcnto de
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histonas qu? la cromatina inerte, lo cual implica que la repeticibn del
DNA es una propiedad de una clase de estructuras de cromatina mis bien
que de una estructura Gnica. Aungque su interpretacién podia ser compli-
cada por el hecho de que no todos los genes rDNA son necesariamente ac-
tivos en un momento determinado, los estudios basados sobre digestién
con nucleasa estafilocécica de la cromatina, han indicado que los genes
ribosomales transcritos - activamente estin contenidos en la estructura
nucleosomal (74). Estudios similares sobre el material cromatinico de
genes transcritos o sobre genes especificos transcritos {(globina y ovo-
albGmina), han mostrado tambi&n que el DNA de estos genes es encontrado,
tras digestibn con nucleasa estafiloc6cica, en particulas sedimentando
como los nucleosomas o en fragmentos de DNA con la longitud del corazén
nucleosomal (75). Ya que las histonas son responsables de la estructura
peribédica repetitiva de la cromatina inerte, parece muy probable gque

las histonas estén asociadas con genes activamente transcritos. Esta con
clusidén es adem8s soportada por los estudios de Cech y Col, los cuales
muestran la ausencia de largas (400 pb) regiones de DNA libres de pro-
teina (presumiblemente libres de histonas) en células, y por los estqdios
inmunolégicos y bioquimicos que indican que las histonas, con la posible
excepcibén de H1l, estéln presentes sobre genes ribosomales y no ribosoma-~

les activos en transcripcibn.

Estructura del nucleosoma de genes en transcripcifn.-

Aunque todos los resultados antes mencionados sugieren que la cro-
matina en transcripcién estd organizada de una manera muy similar a la

de la cromatina inerte, varias linea de evidencia, bioquimicas y de mi-
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croscopfia electrbnica, indican que los genes activamente transcritos,no
estin empaquetados en nucleosomas regularmente compactados como se han

definido previamente.

Los genes transcritos son degfadados por la DNAasa I mucho mas r&-
pidamente a ffagmentos no hibridizables que los inactivos, lo cual puede
ser considerado como una prueba de la estructura interna del nucieosoma.
Esto fué demostrado primeramente para los genes de la globina de las
células rojaé de la sangre en embriones de pollo (76), y confirmado pa-
ra otros sistemas con genes ribosomales y no ribosomales, y hasta para
genes de adenovirus acfivos integrados en el genoma de c&lulas transfor
madas (77). En este Gltimo caso, se mostr6 claramente que el incremento
en sensibilidad a la DNAasa I esti limitado a la unidad de transcripcibn
Y quiz&s a unos pocgs nucleosomas a ambos lados. La estructura alterada
de cromatina en transcripcifn es revelada también por digestidén coh DNA-
asa II, la cual la ataca a una velocidad mucho m&s ripida que a la croma
tina inéqtiva (78). Este hecho es la base de la metodologfa de fraccio-

-
namienté de la cromatina que hemos descrito antes. Los nucleosomas com-
2,
A\
Pletos de la cromatina soluble en Mg2+

-

, sedimentan m&s ripido que los

de la cromatina inerte. Aquellos contienen RNA y protefnas no histonas,
asf como histonas, y son particularmente sensibles a la DNAasa I pancre§
tica. Otros experimentos sugieren que los nucleosomas solubles en Mg2+,
contienen regiones de DNA en una gonformacifn mis extendida (Gottesfeld
y Col.). Bajo la accibn de la RNAasa, los nucleosomas solubles en Mg2+,
adoptan muchas de las caracteristicas estructurales de los nucleosomas
inerteé, asf que los resultados de Gottesfeld son interpretados en el
sentido de que la cromatina activa esti en una estructura dif?rente a la:

inerte, pero que de alguna manera la primera es interconvertible a la -
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seqgunda.
L

Similarmente, Bellard y Col. han mostrado que la subunidad cromati
nica repetitiva de un gen activamente transcrito, ovoalbGmina de oviduc
to de gallina ponedora, es liberada mis r&pido por digestidn con nuclea
sa estafilocbcica que la de los genes no transcritos. No se sabe si los

genes ribosomales activos se comportan igual.

No estd claro todavia si la mayor sensibilidad a la DNAasa I se con
serva en subunidades aisladas de cromatina en transcripcién, por diges-
tibén con nucleasa estafilocbcica, o si es una propiedad Gnica de la fi-
bra de cromatina sin digerir (75, 76). No est& claro si esta mayor velo
cidad de digestién refleja una velocidad de corte mayor en los interva-
los normales de 10 nuclebtidos, o la aparicibén de nuevos sitios de cor-
te, aunque para genes ribosomales activos no se han encontrado fragmen-
tos de 10 nuclebtidos (o m@ltiplos de 10) a cualquier tiempo (74).

Usando la técnica de Miller y Beatty (1969) (79), todos los
estudios de microscopia electrbnica (70, 71, 80) coinciden en la ausen-
cla de nucleosomas sobre los genes ribosomales transcritos activamente,
ya que las medidas de UTs ribosomales indican que el DNA debe estar ex-
tendido en la forma B, Sin embargo, el DNA nro esti de ninguna manera des
nudo, sino que esti asociado con protefnas b&sicas (Foe). Existe alguna
controversia, posiblemente debida a variaciones en las condiciones de
dispersién del material, sobre si los nucleosomas estén presentes o no
en las regiones espaciadoras. Se ha sugerido que algunas de las particu
las vistas en las regiones espaciadoras, podfan ser molé&culas RNA poli-

merasa.
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Hay evidencia inmunol6gica de microscopia electr6nica, de que las
histonas permanecen asociadas con UTs no ribosomales,activas transcrip-
cionalmente. Si los nucleosomas est&n presentes o no en ellas es todavia
una cuestibn de debate (70, 81}, ya que h;y dificultades en la determina
cién sequra del cociente de compactacién. Pero en cualquier caso, los
segmentos de cromatina asociados con fibras ribonucleoproteicas no ribo
somales nacientes, exhiben una periodicidad reducida en la estructdia
repetitiva cuando se compara con cromatina inactiva, y no son visiblés

estructuras semejantes' a nucleosomas,en las UTs tan activas de los lazos

de los cromosomas plumosos (Franke).

éCual es entonces la explicacibén de los resultados aparentemente
contradictorios que acabamos de exponer?. De un lado, la presencia de
~nucleosomas sobre cromatina en transcripcién,es sugerida‘por el encuen-
tro de genes activos, con la misma 1on§itud repetitiva del DNA que la de
la cromatina inerte, y por la asociacibén de histonas con ellos. Por
otro laag, estudios de digestién con DNAasa I demuestrah:gue la estruc-
turaﬁde;‘nucleosoma estd alterada, y las observaciones de microscopia
electrégica indican que el DNA de cromatina en transcripcién no esti
compactado en nucleosomas. La explicacién de ésta paradoja aparente po-
dria bﬁsarse sobre las propiedades dindmicas de los nucleosomas abiler-
tos: en las regiones de transcripcibn, la estructura compacta del nucleo
soma estd abierta (extendida); laé histonas estin presentes sobre el DNA
Y lo- protejen en gran medida frente a las digestiongs con nucleasa esta
filoc6cica y DNAasa II, pero no contra la digestién con DNAasa I. La mi
croscopfa electr6nica podria mostrarnos la presencia o ausencfa de nu-

clesomas en la cromatina en transcripci6n, si el estado “in vivo" fuera
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un equilibrio que pudiera ser desplazado hacia la forma extendida o la
3
compacta, segfin las condiciones utilizadas para el aislamiento y visua~

lizacién de la cromatina.

La existencia de una organizacién nucleosomal alterada en la croma
tina en transcripcidn plantea dos cuestiones esenciales: ¢Como puede 1la
RNA polimerasa transcribir el DNA con las histonas unidas todavia al mis
mo?,y ¢cuales son los mecanismos gue promueven la apertura del nucleoso
ma?. Las respuestas a ambas no estén elucidadas ni mucho menos. Respec-
to a la primera cuestién, aunque los resultados actuales y los de Mirza
bekov y Col. soportan el modelo de Weintraub y Col. (1976), gqueda toda-

via mucho por hacer.

Respecto a la segunda, a pesar de los numerosos candidatos, no te-
nemos todavia ninguna informacifn clara identificando los factores res-
ponsables de la induccibén, y mantenimiento de una conformacién nucleoso
mal activa alterada, localizada en regiunes de la cromatina muy especif
ficas por cambios estructurales, ¢Preceden o resultan del proceso trans
cripcional?.Parece improbable que los componentes de la maquinaria de
transcripcién sean los responsables de tal conformacibén nucleosomal al-

terada.

Las observaciones de microscopia electrbnica de Foe y Franke sugie
ren, al menos en el caso de las UTs ribosomales! la transicién de una es
tructura compacta nucleosomal a la de una fibra desorganizada y extendi
da de 70 R, podia preceder la iniciacién de la transcripcibn. Ademis,la
sensibilidad a la DNAasa I de los genes no ribosomales en transcripcibn,

no estd correlacionada con la velocidad de transcripci6bn (82),y en el
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caso de la ovoalbflimina, parece ser reténida incluso después de acabada
la transcripcién. Similarmente, la distribucién de algunas proteinas no
histénicas en cromosomas politénicos de Drosophila ha sugerido a Elgin

y Col.que los loci que serén,son, o han sido activos en la transcripcibn
en un periodo de desarrollo determinado, pudieran tener un estado de cro
matina diferente del de la cromatina inerte, nunca transcrita. Sin em-
bargo, la generalidad de-un modelo estructural que seria necesario, pero
no suficiente, para permitir la transcripcifn, es cuestionable a la vis
ta de los resultados de Camerini, Otero'y Col., los cuales no concuerdan
con el reportaje previo de Weintraub y Groudine (1976) de que los genes
de globina, son digeridos especificamente por la DNAasa I en nficleos de

eritrocitos maduros, donde ya no son transcritos.

Ademis de los componentes de la maquinaria de transcripcibn, otros
muchos factores potenciales podian estar implicados en tal alteracién -
estructural de nucleosoma activo. Las subunidades activas estén muy en-
riqueS}das en protefnas no histénicas (78), y hay evid?qgia c?rcunstan—
cial inmunolégica y bioquimica, de que algunas proteiﬁéé no histénicas
especificas podfan estar implicadas, inciuyendo las protefnas HMG (83,
84).

Un fuerte candidato son, por supuesto, las modificaciones de histg
nas,.especialmente acetilacién y fosforilacibn, ya qué hay muchas corre
laciones entre estas modificacioﬁes y cambios de actividad en cromatina
(85, 86), como veremos en el siguilente apartado. La mayorfa de estas mo
dificaciones suceden, como sabemos, en las regiones'Nﬂz—terminales de

.las higtonas y podfan estar implicadas por consijuiente en la mayor scn

sibilidad a la DNAasa I, ya que la eliminacidén de los extrembs an-te£
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minales con tripsina, aumenta la velocidad de digestién con DNAasa I.

La acetilacign "in vitro" de la cromatina incrementa dristicamente su
susceptibilidad a la digestién con DNAasa I (86). Por otro lado, Allfrey
¥y Col. han encontrado que la sensibilidad a la DNAasa I de la cromatina
altamente acetilada de cé&lulas HeLa tratadas con butirato (87) es incre
mentada, y que su digesti6én libera preferencialmente subunidades enrique

cidas en histonas acetiladas.

Acetilacibén de histonas y cromatina activa.-

Como acabamos de decir, un candidato 6ptimo para interrumpir las
interacciones histona-histona o histona-DNA, al menos temporalmente, Yy
permitir el paso de la RNA polimerasa a través del nucleosoma, es la mo

dificacib6n de las histonas, o por fosforilacifn o por acetilacién.

La fosforilacidén de histonas se da principal y extensivamente en
tres fracciones de histonas en células en divisién, pero solamente en un
pequefio grado en las células que no se dividen. Mas afin, la principal
histona modificada es H1, la cual no se encuentra dentro del nucleosoma.
Ademds, todos los estudios han indicado que la fosforilacifén de histonas
en la interfase y su subsiguiente recambio, suceden a veloc¢idades rela-
tivamente bajas (as{ la t1/2 para la hidr6lisis de los fosfatos de la H1l
es de 4-5 horas (88). La fosforilacién de la H1, por consiguiente, no

parece ser un candidato muy prometedor.

La acetilacién de histonas ocurre en una forma metabdlicamente muy
activa sobre todas las histonas nucleosomales. La modificacién es r&pi-
da y es igualmente eliminada con gran velocidad (3-30 minutos), de mane

ra que permite al nuclecsoma reestablecer intédracciones criticas breve-
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mente después de que hayan sido rotas. E1 nivel en equilibrio dinémico
de la monoacetilacién, puede llegar a afectar al 30-40% de las histonas
totales segfin el tejido. Ciertamente, al menos 40% de todas las molécu-
las H3-H4 aparecen modificadas durante un'intervalo_de 10', un grado de
modificacibn mﬁcho mis grande del que serfa esperado, si ocurriera sola
mente en la regidn de genes activos (89). La modificacifn m&s extensiva
sin emb#rgo, con 3-4 grupos acetatos por histona, ocurre en una fraccién
mucho mis pequena de las histonas tofales y podia ser un candidato para
permitir la tfanscripc§6n en genes activos. Ademis, se podrfa esperar
que las histonas m&s altamente modificadas interaccionasen mucho menos
fuertemente con DNA, y tal clase de modificacién podria por consiguiente
tener uh papel mis efectivo en cambiar la estructura de la cromatina.
Desde el descubrimiento de la acetilacién de histonas "in vivo" en 1964
-(90), han sido encontradas numerosas correlaciones con la capacidad‘de
sintesis de RNA en tipos de células de diferentes especies y filos. Asf,
desde 11nfocitos de ternera (91) hasta las células del gui.no de la ha-
rina Planococcus citrii, en el cual los cromosomas maternos genéticamen

\
te activos, incorporan siete veces més acetato -radiactivo que los cro-

mosomas inactivos del juego paterno (92). En las células del protozoo

Tetrahymena pyriformis, el macronficleo y el micronficleo contienen comple

mentos de histona equivalentes, pero algunas de las histonas del macronG
cleo,activo en la sintesis del RNA, aparecen en sus formas acetiladas,

mientras que en el micronticleo inactivo no lo estédn (93).

Aparte de tales correlaciones espaciales, hay numerosos ejemplos
de una mayor acetilaci6n de histonas en los estudios tempranos de la ac

tivacién genbéfica; p.ej. en linfocitos estimulados por mitGgends como la
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fitohemaglutinina (94), en hepatocitos durante la regeracifén del hfgado
tras hepatectomfa parcial (95), y en diferentes células endocrinas blan
co tras la estimulacién por la hormona apropiada (96) (estrégenos sobre
Gtero de rata, aldosterona sobre rifién). En todos los casos, el incremen
to de la acetilacifn de histonas precede un incremento en la sintesis

de RNA.

Si bien de estas evidencias, no se puede concluir que la acetila-
cibén de histonas sea,por si sola, causa suficiente para la induccién de
la sintesis de RNA. Asi, en el caso de linfocitos estimulados con fito-
hemaglutinina, si se bloquean con cortisol, se inhibe la siIntesis de RNA
mientras que la acetilacién de histonas continfa (97). También se han ob
servado casos en los que no se da esta correlacibén temporal; asfi, cuan-
do se estudia comparativamente la acetilacién de la cromatina nucleolar
y extranucleolar en c&lulas de hepatoma, que difieren notablemente en
cuanto a capacidad de transcripcibén, no se encuentran diferencias en cuan
to al grado de acetilacién (98). Por ello, se ha postulado que los cam-
bilos producidos en la estructura de la cromatina a través de la acetila
cién de histonas, serfa un preludio para que reacciones mis especificas

puedan después iniciar la sintesis de RNA en genes particulares (99).

Inversamente, hay también correlaciones entre la deacetilacién y
la inactivacién gen&tica. P.ej. en las células espermiticas maduras del

equinodermo Arbacia lixula, que son incapaces de sintetizar RNA, las his

tonas H3 y H4 estén totalmente en las formas no acetiladas (100, 101);
en cambio, si est&n parcialmente acetiladas en las células espermiticas

precursoras. En los nficleos de eritrocitos de aves hay un decrecimiento .
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progresivo en la proporcién de moléculas de histonas acetiladas, a medi
da que las células maduran y pierden su capacidad para la sintesisg de

RNA (66).

En la inactivacifn de los nficleos dé hepatocitos por el carcinbge-
no aflatoxiné'ni, uno de los hechos que suceden p£imero es una pérdida
de acetato de las moléculas de histona acetiladas previamente; ello su-
cede en los 15' siguientes a la inyeccifn del carcinbgeno (102) y es se
guido por la supresidn de la sintesis de BRNA. En células de cultivo (fi
brolastos), ée ha obsgrvado una disminucién en la velocidad de acetila-

cibn de histonas con el envejecimiento del cultivo (103).

Aunque estos estudios demuestran por lo tahto una fuerte correla-
cién entre la acetilacién de histonas Y una mayof capacidad sint8&tica
de RNA, ambos hechos son todavia correlativos. Esta correlacién debe
ser todavia demostrada, mediante "tests" directos del efecto de 15 ace~

tilacién de histonas sobre la estructura de la cromatina.

LdS esfuerzos dirigidos a este propésito presentanf!a dificultad
de éncontrar el sistema bioldgico adecuado. Es el constante problema de

la Bidéuimica.

Para émpezar, se ha hecho uso de la acetilacidn quimica de la cro-
matina utilizando anhidrido acético (104) o adenilato de acetilo (105).
Mediante estos tratamiento se logra acetilar las histonas y en funcibn
de las condiciones del tratamiento, puede lograrse un grado de acetila-

cién comparable en extensidn con el enzimitico.

Con cromatina acetilada quimicamente con anhfdrido acético, Maru-

shige.(106) ha encontrado una estimulacibn de la velocidad de elongacibn
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durante la transcfipcién de la cromatina. Otros investigadores (107) han
reportado también un incremento en el nGmero de sitios disponibles para
iniciacién. FEn ambos casos, la habilidad de la cromatina para soportar

la sintesis de RNA fué ensayada con RNA polimerasa de E. Coli.

Por otro lado, con esta misma cromatina se han detectado unas mayo

res velocidades de digestién por DNAasa I y nucleasa estafiloc6cica (86).

Sin embargo, en la acetilacifén quimica no se logra la alta especi-
ficidad de sitio que se consigue enzimiticamente (108), y podia por con
siguiente cuestionarse si estos estudios tienen alguna relevancia para
los procesos "in vivo". Por lo tanto, un obsticulo importante para el
estudio del papel de la acetilacibén de histonas en la funcidn celular,
ha sido la imposibilidad de aislar cromatina conteniendo histonas aceti
ladas extensivamente y que hayan sido modificadas en lqs sitios correc-
tos. La observacidn reciente de Riggs y Col (1977) (87),de que el tra-
tamiento de células Hela o de eritroleucer ‘a de Friendcon bajas concen-
traciones de n-butirato sbédico, conduce a una acetilacibn extensiva de
H3 y H4, ha permitido una posterior evaluacién del papel de la acetila
ci6n de las histonas ricas en arginina en la estructura cromatinica.
N-butirato sbédico tiene diversos efectos sobre varios tipos de células
incluyendo, en al menos un caso, la activacién de un gen especifico(109).
El tratamiento con butirato.bloquea también la sintesis de DNA (110) y
la divisidén celular (111). Finalmente, produce una hiperacetilacién de
las histonas H3 y H4,principalmente a través de una inhibicién no compe
titiva (112) de las actividades deacetilantes. Todos estos efectos son

completamente reversibles, si se elimina el butirato del medio.
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Objetivo del trabajo

El obje%ivo general de nuestro trabajo era el de contribuir al en-
tendimiento de las interacciones proteina-DNA, Al habernos centrado so~
bre las interacciones DNA-proteinas nucleares (histonas esencialmente),
hemos entrado en un campo donde las resultantes de tales interacciones,
podian tener profundas implicaciones fisiolbgicas en la célula, influir

sobre la expresifn genética.

La cromatina por lo tanto, se ofrece como un material ideal para
estudiar aspectos estructurales y funcionales, Por elloc, nuestro obje-

tivo ha sido doble:

a/ Caracterizacibén de las condiciones que afectan las interacciones DNA-

histona "in vitro", en base a una metodologia fluorométrica.

Esta técnica, basada en la deteccibn .aicrofluorométrica del DNA re
tenido en filtros de nitrocelulosa a través de las proteinas con las
gue haya interaccionado, presenta las ventajas de su independencia

frente al marcaje radiactivo de DNA, y de su sencillez.

b/ Estudio de la influencia de la acetilacif6n de histonas sobre los pro
cesos de transcripcifn "in vitro®, en base a un sistema biolbgico dé

condiciones lo m&s fisiolbgicas posibles, como es el de los nficleos.

El sistema de nficleos aislados a partir de sus cé&lulas, ofrece gran
des ventajas fisiol6gicas. Nos permite uti;izar las actividades enzi
miticas enddgecnas de acetilaci6én de histonas y transcripcibén. Por
otro lado, mantiene la mayorfa de las proteinas reguladoras nucleares

de la c&lula. Es quizfs, el mejor sistema manejable bioquimicamente



para acercarse a comprender la realidad "in vivo".

En resumen, hemos intentado una sfntesis de los aspectos estructu-
rales y funcionales de las interacciones histona-DNA, en base a la in-
fluencia del posible papel regulador en’la expresién genética de una mo"
dificaci6n éuimica de las histonas, la acetilacién. Ello nos ha exigido

la puesta a punto y desarrollo de una compleja metodologia en conjunto.

v ‘ . s
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Lista de tampones

Tampén N

Tampén N'

Tamp6n R

Tampbn C1

Tampdn L

Tampbn H

,

-

N

s

Tampén c,

Tampén AM

‘

Tampén EF

Tris-ClH
sacarosa
C12Mg

Tris-ClH
Sacarosa
Cleg

Tris-ClH
Sacarosa
DTT

Tris-C1lH
Glicerol
DTT

EDTA Na

Tris-ClH
Acetato Mg
C12Ca

DTE

Tris-ClH
Cleg
C1lK

Sacarosa
C03HNa
C03HK
PO4H2K
Cleg

C1l K
DTE

Acetato Na
Cleg

Cl K

SDS

Tris-ClH
acetato Na
EDTA Na

10 mM, pH 8
0,25 M
5 mM

10 mM, pH 8
2,2 M
5 mM

10 mM, pH 8
0,25 M
0,5 mM

10 mM, pH 8
©12,5%
0,5 mM
0,1 mM

10 mM, pH 8
2 mM
3 mM

0,5 mM

10 mM, pH 7,5
1,5 mM
10 mM

30%
22 mM
13 mM
mM
M

40 mwM, pH 7,6
20 mM,
2 mM

48
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Preparacién de DNA nativo, desnaturalizado y fragmentado.-

El DNA se obtiene de fuentes comerciales (Worthington, Sigma o Boeh
ringer). Se cuantifica por pesada aproximada y se disuelve en agua des-

tilada u otro disolvente por agitacibén continua durante 24 horas.

La cuantificacibn exacta de estas soluciones se realiza por espec-
trofotometrfa, considerando que 1 mg/ml d2 DNA da una absorcién de 24

unidades 6pticas a una longitud de onda de 269 nm.

El DNA desnaturalizado se obtiene calentando a ebullicién una solu
¢i6én de DNA nativo durante unos 15 a 20', y enfriando répidamente en hie
lo. A continuacibén se pasa por una columnu de HAP y se eluye con un tam

pbn fosfato potdsico (113).

La fig. 6 muestra la separacifn que se logra de las fracciones des
naturalizada y la que continfia en doble banda, a pesar del tratamiento

térmico aplicado.

El DNA fragmentado se obtiene mediante fragmentaci6n mecinica en
"VirTis" (114), a distintos n2? de minutos y velocidades de tratamiento.
El DNA se suspende en un tamp6n adecuado, con acetato Na y glicerol. Tras
la fragmentacibn, se precipita con 2 vol de etanol a -20°C toda la noche.
Se pasa luego por una columna de Biogel A 50 p. ej., siguiéndose el per

f1l de elucibn mediante absorcifn a 260 nm de las fracclanes.

Preparacitn de protefnas.-

Las proteinas se obtienen de fuentes comerciales (histonas y BSA de
Sigma). Las protefnas se disuelven en el disolvente adecuado y se cuan~

tifican mediante la reaccién de Lowry (115), o por medida espectrofoto- *
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métrica. En este Gltimo caso se considera que para las histonas, 1 mg/ml
LY .
da una absorcif6n de 3,5 unidades 6pticas a una longitud de onda de 230

nm.

Histonas nativas: fraccionamiento.-

El fraccionamiento de las diversas histonas se ha logrado siguien-
do el procedimiento de extraccién de Johns (116, 117) a partir de timo
de ternera. La fraccién que contiene la H3 se repurific6 por cromatogra
fia de afinidad en Sepharosa 4B organqmercuriada (118, 119), ya que es-
ta histona es la Gnica con.qrupos sulfidrilo por los que interaccionaria

con la resina.

La fig. 7 muestra los diagramas electroforéticos obtenidos para al

gunas de las histonas. Su Indice de pureza ronda el 95%.

Histonas acetiladas quimicamente: obtencibn.-

Histonas de fuente comercial se acet:laron quimicamente con H3—anhi
drido acético siguiendo el procedimiento de Simpson (104). Aplicando el
método de la fluorescamina desarrollado por Castell y Col.(120), en el
que este reactivo reacciona con los grupos amino libres, hemos estimado

que alrededor de un 35% de los grupos aminos fueron acetilados.

La repurificacién de las histonas acetiladas, a fin de eliminar 1la
radiactividad contaminante, se realiza haciendo la soluci6n 0,2 N ClH,
y precipiténdola con acetona a -20°C. El precipitado se lava con aceto-

na también.
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Medio de interaccidén proteina-DNA.-
&

Se preparan mezclas de reaccibén de 1 ml con los siquientes componen

tes:
DNA: 5 ug
Histonas o protaminas: 1 ug-20 yug
BSA: 40 ug
Tris 10 mM,pH 7: 10 mM
C12Mg: 1 mM

EDTA Na: 0,1 nM

Se permitfa luego que se diera la interacci6n, durante tiempos va-
riables que se indican. La 2 de reaccibén eran la ambiental o la de 0°C

en hielo, tal y como se indica en cada caso.

Medida de actividades proteoliticas.-

La actividad proteolitica se mide con un método extremadamente sen
sible, basado en la fluorescamina (120). La mezcla de reaccibén contiene
por ml: 25 ug de protamina.

10 mM - de tamp6n fosfato potisico, pH 7.
6,5 ug de DNA o cantidades equivalentes (sobre la base del vo

1lGmen)del extracto con las proteinas.

A los tiempos apropiados, alfcuotas de 100 uyl son transferidas a
viales de cristal pequefios, diluidas con 100 pyl de tampén borato 0,05 M,
pH 8,5 y hechas reaccionar con 100 yl de fluorescamina (Fluka), 0,03%¢

en acetona.

Después de diluir con 2 ml de agua bidestilada, la fluorescencia



resultante es leida en un espectrofluorbmetro Perkin-Elmer a 375 nm y

475 nm para las longitudes onda de excitacién y emisibn, respectivamente,

Determinacién de DNA en nficleos con DABA.-

Aplicando el DABA a un sistema de retencién en filtro de células
enteras,Cattolico y Gibbs (124) determinaron el contenido de DNA celular.
Nosotros hemos aplicado la misma metodologfa para la medida de DNA en
nuestros nficleos. Tras ser filtrados a través de un filtro Millipore,
0,45 um, se lavaban con TCA 5% y etanol: agua (2:1). A continuacién se
siguen los mismos pasoé que para la deteccién del DNA en los complejos

proteina~DNA retenidos en filtro.

Sistema de retencidén en filtro.-

A los tiempos deseados se filtraba por un filtro (121, i22) Milli-
pore 0,45 um, especialmente acoplado en una unidad mGltiple de filtrado,
y se segg}a de 2 lavados con el mismo tamp6n en que se hqgia realizado
la izfé;accién, mis otros dos de una mezcla .de etanol: gaua (2:1). A con
tinuéci@n'se colocaban los filtros sobre 105 fondos de vialitos pequéiios
y se secaban en estufa a 60°, o bien en desecador con sulftrico durante
una noche. De una solucién de DABA en agua destilada de 0,2 g/ml, se de -
positan sobre cada filtro 100 ul, cantidad suficiente para cubrirle. Los
vialitos tapados se incubaban a 6Q°C,.3B', en un bafio de agua termosta-

tizado.

A.continuacién se dejaban enfriar durante unos minutos, afiadiéndose
luego a cada vial 2 ml de una sol. de ClH 1IN en aqﬁa bidestilada. Este

volGmen de liquido es el que se traspasa a una cubeta apropiada para su
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lectura espectrofluorométrica.
3

Preparacibn del Scido diaminobenzoico (DABA).-

El DABA se prepara en su forma clorhidrato siguiendo el procedimien

to Cattolico y Gibbs (124).

Las medidas espectrofluorométricas se realizan en un espectrofluo-

rémetro Perkin Elmer modelo 204 a unas longitudes de ondas de excitacién
y emisi6n de 385 y 500 nm respectivamente, que son los 46ptimos que he-

mos deducido de los espectros de excitacién y emisibn.

Obtencibn de células (hepatocitos, lineas celulares).-

‘La metodologia siquiente se desarrollé gracias a la desinteresada
aportacibn teSrica y préctica de Amelia Nieto. Un higado procedente de
una rata de tamafio medio, se anestesif con Nembutal (6 mg/100 g). Tras
sujetarla convenientemente en decGbito supino, se le pela con unas tije
ras la parte interior del muslo descubriendo la femoral, por la qué in-
yectamos heparina. A continuaci6én se abre la pared del abdomen hasta el
diafragma, mostrdndose la vena porta. Esta y la cava se canulan, acopl&g
dose a un sistema de perfusibn con la siguiente solucién: ClNa: 0,77 M,

ClK: 30 mM, P04H2K:8 mM, 504Mg:8 mM, CO,HNa: 16 mM y glucosa:10 mM. Tras

3
unos minutos de perfusifn se afiade colagenasa al tampén y se perfunde
15' mis. Tras estos, se extrae el higado de la cavidad abdominal, elimi
nindose la cipsula mediante unas pinzas. La resuspensién del higado ya

descapsulado en el tampén de incubacifn (semejante al de perfusibn, mids

c12 Ca 2,5 mM) se realiza por simple agitacién o ayudadps de una varilla.
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Se realizan dos lavados de las células con el tampﬁn de incubacién,
a 50 g x 1', El precipitado final se resuspénde en el tamp6n de incuba-
cifn anterior, afadiéndose ademds piruvato 0,1 mM y lactato 1 mM. Se co
locan los matraces en los que estin las cglulas en un bafio a 37°C, con
agitacidn. Cada 60' se toman muestras para extraccibén con S04H, 0,4 Ny
para estudio de viabilidad con azul Tripan 0,4%. Cada 60° tambiéﬁ se ga
sea la suspensidn con 0, puro durante 2'.

Células_Hela.- ‘

Los cultivos de células-HeLa en monocapa han sido proporcionados -
por el Dr. Tabareés y Mari Paz Cardona del Dpto. de Microbiologfa de esta
Facultad. Tras su irfffulacién a un medio nuevo para subcultivo se incu-
ban 48-72 horas, tras las cuales estaban las células ya cgsi confiuentes

formando una monocapa.

Obtencidn de nficleos v cromatina.- -

B .
F4 R

a) gRténcién de_nticleos_en células hepSticas.

e e e e e wm e e o — tew e

Sidﬁiendo en lo esencial a Pomerai y Col (125), hemos elaborado el
siguiente protocolo para la obtencibén de nficleos y cromatina a partir

de higado de rata:

higado de rata ( 12 g)
) !
- homogeneizacién en 40 ml

de tamp6n N.

« filtracidn por una doble
gasa con lana de vidrio

-~ centrifugacién 15' x 1000g. 0°C
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precipitad9

- homogeneizacién en 15 ml del tampb6n N y 0,1% Tritbén X-100

dilucibén con 4-5 volGmenes del tampbn N'.

deposicién sobre tubos de centrifuga con el mismo medio N'.

centrifugaci6n 60' x 100.000 g

precipitado nuclear ——— resuspensién en tampén R.

- homogeneizacién breve en 30 ml del tampbn Cyq.

- centrifugaci6n 15' x 15.000 g, 4°C.

v

precipitado cromatina ————— resuepensién en el tampbén Ci’

Obtencién de nficleos de c. Hela.

— o —— o — e a— am va— - —

Siguiendo a Bombik y Col (126) en base al siguiente esquema:

resuspensién de células
Y
- centrifugacién 800 g x 5!

precipitado

lavado 2 veces con tamp6n fosfato salino pH 7,2.

lisis con homogeneizador

adiccibén de triton 0,25% (10').

centrifugacibén 800 g x 5'

precipitado nucleico
- lavado con el tampbn anterior + sacarosa 0,25 M (2 veces)

- centrifugacién 800 g x 5°'.

precipitado nucleico parcialmente purificado
- resuspensién en el tamp6n con sacarosa 0,25 M.

- deposicidn sobre el tamp6&n con sacarosa 0,88 M.

- centrifugacién 1.200 g x 10

w
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precipitado nucleico purificado.

Este sistema es adecuado para la obtencién de unos nGcleos lo mis
limpios posibles de material citoplasm&tico, en vistas a anflisis de
proteinas nucleares. La utilizacién del détergente‘Triton x-100 llega a
eliminar, incluso, la membrana mis externa del nGcleo. Sin embargo, cuan
do se trata de cuantificar la capacidad endégena de transcripcién no es
conveniente su uso, pues aquella se ve sensiblemente afectada (127). Pa
ra este objetivo nos decidimos por la metodologfa desarrollada por Di

Girolamo (127).

resyspensién de células

centrifugaci6n 800g x 5°'

precipitado
lavado una vez con el medio de crecimiento (medio Eagle, modi

ficado por Dulbecco + 10% suero fetal de ternera).

precipitado -
‘ * ‘.‘«J vy
*“l resuspensién en tamp6n hipot8nico H (=5 x 108 “8&1ulas/ml)

* 1. . (10' en hielo)

lisis por homogeneizacién

adicibn de medio C2

. centrifugacién 350g x 10°'

-

precipitado nuclear (resuspen$ién en medio C2)

Sistema, end6geno de acetilaci6n de histonas en células enteras y nGcleos

aislados.-

En células enteras
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En cultivos de células HeLa se procede a la acetilacién de histonas

mediante 1la Ltilizaciﬁn de butirato Na en el medio.

En 1978 (128) se ha descrito que entre otros efectos, este &cido
graso de cadena corta tiene el de inhibir las actividades deacetilasas
para las histonas. Es por ello un truco fisiolégico, que nos permite ob
tener un alto grado de acetilacién de las histonas én la propia célula.
A tal fin, tras 72 horas a 37°C de cultivo celular, se afiade al mismo
de una solucibn estéril de butirato Na péra lograr una concentracién fi
nal de 7 mM 6 mds alta (128). Se incuban otras 24 horas mis y se procede
a la recoleccibn de las células con ayuda de una varilla de vidrio cu-
bierta de goma. Cuando se quiere seguir radiactivamente la acetilaciédn,
antes de recoger el cultivo (p. ej. 1/2 hora antes) se le afiade Ha-acg
tiato, o bien se sedimentan previamente las células de una parte del cul
tivo resuspendiéndose en un medio nuevo con H3-acetato, e incubéndose

un tiempo mis.

En nficleos aislados

Cuando se han utilizado estos (asf con :los de hepatocitos), se
procede a su incubacién en el tamp6n R de suspensibn con HUc acetil

Co-A durante 60' y a la T2 de 37°C (129).

Extracci6bn de histonas.-

Sobre los nficleos se procede a la extraccién de histonas utilizan-
do SO4H2 0,4 N. Tras una homogeneizacitn en este medio se deja en hielo
una hora, agitando de vez en cuando, tras la cual se realiza una centri

fugacibn de 5000 rpm x 10', quedando las histonas en el sobrenadante.
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Sobre este sobrenadante afadimos 4 volGimenes de etanol o TCA para
que guede al 20%, y lo dejamos uﬁa noche en el congelador a -20°C, Se
realiza una centrifugacién de 15.000 rpm x 10', obteniendo un precipita
do de histonas gue lavamos con acetona un par de veces. El filtimo preél

pitado se deja secar en una campana de desecacién en vacio.

AnSlisis de las histonas enzimiticamente modificadas.-

El andlisis de estas protefnas se realizd en géles de poliacrilami

da en tubo, segfin Panyim y Chalkely (130},

Se trata de geles largos de 22 cm. de longitud, a fin de favorecer
una buena separacibén de las distintas histonas y el discernimiento en-
tres ias bandas electroforéticas que corresponden a las formas multiace

tiladas para cada histona.

Son geles de poliacrilamida 15% en acético-2,5 M urea, preelectro-
foretizados varias horas para eliminar iones. La muestra de histonas se

disuelgg en un disolvente con acético, urea, MET y glicegol. La electro .

e

ot

forﬁsis se realiza a 1-2 mamp/tubo hasta que el citocroﬁo C migré en tu
bo aparte 3/4 del gel, pues est§ descrito que su migracién es semejénte
a la de 1la histona H,a. Se extrae el gel y sé tifie con "amido black” duran
te al menos 5 horas. La destincibn se realiza en acético 7,5% y etanol

40%. °©

¥

La densitometrfa del gel se realiza a 610 nm de longitud de onda.

sistema enddqgeno de transcripcibn con células enteras.-

Cuando nos ha interesado estudiar la transcripci6én en células ente .
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ras como en el caso de las c&lulas HeLa, hemos procedido a la adiccién
L
al medio que banaba la monocapa de estas células de Ha—uridina,volvien—

do a incubar a 37°C durante los tiempos que nos interesaban,

Sistema endbgeno de transcripcibén en nficleos aislados.-

La transcripcifn en nGcleos aislados se sigue por la incofporacién
radiactiva de H3-UTP en material 4cido precipitable (TCA 5-20%), y por
consiguiente retenible en filtro de fibra de vidrio GFC. Los nficleos se
resuspenden en la concentracifn deseada (normalmente 0,25-1 unidad de
A260 por 200 ul de vol.'final de reaccifn) en la solucibn de transcrip-

cién.

En esta las concentraciones finales para nficleos de hfgado de rata

son (125): Tris-ClH pH 8, 25 mM; 504(NH 0,25 M; ATP, CTP y GTP, 0,25

4)2
mM, UTP: 0,05 mM; DTE: 0,5 mM; c12Mn; 2 mM; macaloide, adsorbente de nu
cleasas (131): 0,2%: H3—UTP: 10 pl/200 pul vol. reaccibn, de H3-UTP Sigma,

82 x 1075 mM, y una actividad especifica de 12,2 Ci/nmol.

Cuando se han utilizado nicleos de células HeLa, las 1ncubaciones
se han hecho en el medio C2 ya descrito. Las concentraciones de los nu-
clebtidos son de 0,1 mM, excepto para H3—UTP que es de 0,001 mM (127).
Se realizan las fncubaciones a los tiempos deseados, a 37°C 6 26°C, pa-
rando la reaccién por la adiccién de TCA. Durante todo el proceso de trans
cripcifn y extraccién de RNAs, puede utilizarse dietilpirocarbonato al

0,01% como inhibidor de nucleasas.

Extraccidn de 8cidos nucleicos: De rRNAs a partir de ribosomas.-

Con fines analfticos de determinacifén de tamafios moleculares de
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RNAs transcritos, utilizamos como marcadores los rRNAs 28 y 18 S, y el

4S tRNA, este filtimo comercial (Bochringer, de levadura). Agquellos se

extrajeron a partir de ribosomas de higado de rata, segfin el siguiente

protocolo (132):

interfase

resuspen
sién en,
tampdn AM -

Adicidén de
fenol -

Agitacidn
fuerte « -~
100000 rpm
x 10' -

fase acuosa

"

o

Homogeneizacién de un higado de rata de tamafio medio, en

el tampbén N

I 5000 rpm x 10' (Sorvall OTDZ)
sobrenadante
| 15000 rpm x 45°'

sobhrenadante

l 48000 rpm x 90' (Sorvall ultracentrjifuga)

precipitado ribosomal
- resuspensién en tampén AM, pH 5,1
- adiccibn de fenol
- agitacién fuerte 30" x T2 ambiente

- 10000 rpm x 10° .

adicibn

I 10000 rpm x 10°'
fase acuosa ! —

fenol

fase acuosa

l

precipitacién
con 2 vol. et
nol toda la n
che a -20°C.
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De RNAs transcritos a partir de células o nficleos.-

s
Segln Wilkinson y Col. (133):

Precipitado nuclear o celular

(¥4

- acetato Na 10 mM, pH 5,1
{5 ml)
Cl Na 0,15 M
- SDsS al 0,3% final
-homogeneizacién
- fenol/cresol/hidroxiquinolina (5 ml)
- 8' x 60°C y 15' de agitacién
- 10 K x 5°
fase acuosa m&s interfase
- fenol/cresol/hidroxiquinolina {5 ml)

- 2' x 60°C y 5' de agitacién x 2 veces

- 10 K x 5'

fase acuosa
etanol 95%

= 2 vol. acetato Na 2%

- precipitacién toda la noche a -20°C
- 15 K x 15°'

precipitado RNAs
etanol 75%

acetato Na 1%

- 2-3 lavados con

- 15 K x 15'

4

precipitado RNAs

Cuando se han utilizado los nucleotidos SH-y-ATP 6 SH-y-GTP, en la

transcripcién, a fin de poder medir iniciacién, se ha recurrido a un prg‘
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cedimiento especial de extracci6én (134), dada la estabilidad de los gru
pos —~SH:

Medio de transcripcibn

diluccién de 10 veces para lograr unas concentraciones finales

de acetato s6dico 0,1 M pH.G
EDTA 10 mM
SDS 0,1%

extraccién de RNAs con un volGmen de fenol saturado en agua: clo
roformo (1:1), en hielo, 15'-20'. Agitacifn intermitente en "Vor
tex" durante unos sgs. i

centrifugacién de 10 K x 5'

fase acuosa
- se hace Tris-C1H 0,1 M, pH 7,9

- precipitacién etanélica usual

~

RNAs

Tdﬁo el material de vidrio se esteriliza, asi comd:ras soluciones,

‘v,
en estufa o autoclave.

Aislamiento y cuantificacibn de los RNAsS iniciados.-

Utilizando la cromatograffa de afinidad, es posible mediante colum
nas de agarosa-Hg retener los RNAs que hayan iniciado durante la trans-
cripcién, siempre que en el medio de incubacién figuren HS-y~ ATP 6 NS~

Y-GTP (134).

La columna de agarosa-lg se prepara como ya se ha descrito para la

purificacién de la histona H3. i



* 65

Previamente al pase de los RNAs transcritos aislados por la colum-
4
na de afinidad, conviene una previa eliminacién de cualquier sal y nucleo
tidos contaminantes, mediante un pase prev.o por una columna de Sephadex

G-10.p.ej.

La elucibn en la columna de agarosa-Hg de los RNAs unidos, y por
consiguiente iniciados en su transcripcifn, se logra anadiendo 10 mM DTT

o DTE al tampb6n de "elucin. - _

La elucién de las columnas puede seguirse por cuentas, tomando una
alfcuota de cada fraccibén directamente sobre un filtro y posterior re-

cuento, con liquido de centelleo, de radiactividad.

Las columnas son recuperables mediante lavados con los tampones ade

cuados.

P
K

Anflisis de los RNAs transcritos.-

Siguiendo a Peacock (135) se preparan con tubos de electroforésis
de cuarzo,geles de poliacrilamida (2,4%)-agarosa (0,6%), a partir de la
siguiente mezcla:

Acrilamida 19 g/100 ml

Acrilamida 20% Metilbisacrilamida 1 g/100 ml

2,4 ml.

Agarosa........... 120 mg en 12,6 ml Hy0, 20'a ebullicién, luego en
un bafio a 40-45°C.

Tampdn EF (X 10).ececeocvscacsnmoncssossvsassssssssssscacses 2 Ml
Glicerol, 100% .....ccecvceccccaccssnccasscccsansasccsssssse 2 Ml
TEMED .t eeveacsoosstsvasaossossasscssancssossssssncassssacss 0'02 ml

Persulfato fresco.{1l%).ccesceccescscasvoonccrsosssnvocnssssse 1 ml(0,05%
final)




Antes de afiadir el persulfato se desgasea la mezcla €n una bomba de
vacfo durante 1', Se afiade el persulfato y ripidamente se procede al 1lle
nado de los tubos, ya convenientemente limpios, y colocados en posicibn
vertical. Se tienen en el frigorifico durante 90'-120', en los que se

da la polimerizacibén. A continuacién ya se pueden utilizar.

A veces es necesario insertar en el interior de la parte inferior
una arandelita de goma a fin de evitar que el gel se salga; lo que tien
de a ocurrir mientras m&s baja es la concentracién de acrilamida. Se pro
cede con elloé a una preelectroforésis dﬁrante variaé horas en el tam-
p6n EF + 0,30% SDS, y a 6 mamp/tubo. Para el an8lisis de RNAsS se procede
a resuspender la muestra en el mismo tampén de EF, afiadiendo ademis una
gota de glicerol a fin de dar densidad a la muestra. Cén una micropipe-
ta se coloca sobre la parte superior del gel, sin importar que el tubo

" esté ya colocado en la cubeta de electroforésis y cubierto con el ﬁam-
pén de EF. Se puede 0 no afiadir un colorante como azul de bromofenol, a
fin de sggu1r la deposici6bn de la muestra y la electrofo‘GSIS posterior
mentp Se procede entonces a esta,realizindose a 6 mamp/tubo Yy durante
los tiempos que m4s interesen, Tengase en cuenta que,usualmente, a la
muestra de RNAs transcritos se anaden los rRNAs y tRNAs marcadores y
que la marcha de la electroférésis se puede seguir por densitometrias,
en un espectrofotbémetro a A260 de los tubos de cuarzo. Realizada esta
operacibén, puede continuarse la el'ectroforésis con los mismos geles.
Utilizando esta misma t&cnica de densitometria} podemos realizar un an§
lisis de los RNAs introducidos en la muestra por simple absorci6én a 260
nm (en este caso, pues, no deberemos poner también los RNAs marcadores

ex6genos) .



Para el estudio de los transcritos que hayan incorporado radiacti-
vidad, bien ‘a partir del nuclebsido (en el caso de células enteras) o del
nucleb6tido (en el caso de nficleos aislados), se procede a un fracciona~
miento del gel en rodajas de 1-2 mm. y el posterior recuento de la radi
actividad que contienen. A tal efecto, el gel se fracciona mediante un
aparato "ad hoc" manual de cuchillas mGltiples, m&s r&pido que los pro-
totipos comerciales, en el que una serie de cuchillas de afeitar se or-
denan paralelamente, y separadas entre cada 2 una distancia de cerca de
2 mm, sobre 2 soportes met8licos, como si fuera una escalera. Este apa-
rato se aplica directamente sobre el gel previamente congelado con nieve
carbbnica, y por presifn se produce el fraccionamiento de toda la longi

tud del mismo.

Estas rodajitas se colocan ordenadamente sobre vialitos, en los que
hay 3 ml de un liquido de centelleo para geles, hecho a base de:
50 partes de liquido de centelleo normal (para filtros)
5 partes NCS (solubilizador de tejidos)

1 parte de amonfaco

Se taponan los vialitos y se incuban toda la noche a 37°C. A con-

tinuacién se procede al contaje radiactivo en el contador de centelleo.
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I. ASPECTOS ESTRUCTURALES.-

+

I.A. Fundamentos de la metodologfa.-

Los métodos para el estudio de las interacciones entre &cidos nuclei
cos y protelnas, son importantes para el entendimiento de la estructura
de la cromatina y la base fisioquimica del control de la expresién gené

tica.

Un gran nGmero de métodos son hoy utilizados para estudiar estas -
interacciones (136, 137). Con el fin de incrementar la sensibilidad, 1la
mayoria de ellos utilizan moléculas marcadas. Este abordaje a pesar de

ser el mis itil, no estd exento de problemas.

'No siempre es posiﬁle obtener &cidos nucleicos o proteinas de fuen
tes definidas, con actividades especificas suficientemente altas. El mar
caje "in vivo" es algunas veces diffcil o incluso imposible, o da sola-
mente preparaciones de actividades especificas bajas. El marcaje "in vi
tro" es siempre posible, pero implica normalmente la modificacién quimi
éa de los nuclebtidos o amino&cidos, y la repercusidédn de esta modifica-
cibn sobre la conducta de la molécula podfia ser critica algunas veces;
méds alGn, en muchos casos el mecanismo preciso y los detalles completos
de las reacciones implicadas, no estdn bien caracterizados. Incluso en
el caso de los recientes métodos enzimiticos para el marcaje "in vitro"
del DNA (138, 139), no est§ claro si se «(ii un marcaje estadfstico com-

pleto de todas las molé&culas presentes.

Encarados con todos estos problemas, hemos encontrado valioso para
nuestro trabajc desarrollar métodos alternativos. Ellos deberfan ser

también sensibles, pero no basados en los principios como los arriba ex
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puestos ni sujetos a los mismos incovenientes. Los m&todos basados c¢n

fluorescencia, parecfan ofrecer tal posibilidad.

I.A.1. El uso de DABA como un reactivo del DNA.-

Por todo lo dicho hemos aplicado el &cido diaminobenzoico (DALA)
(123, 124, 140) al estudio de la interaccibén de las histonas y prot.mi-
nas con DNA, usando filtros de celulosa paré recoger los complejos DNA- - °
proteinas (121). Este método puede ser usado en el rango del microéramo.
Se basa en el hecho de que las desoxirribosas del DNA en medio &. o

concentrado, dan aldeéhidos del tipo R-CH,~-COH, con las que reaccionaria

2
el DAA dando un . roducto fluorescente

'El siguiente esquema intenta dar una idea sobre la marcha de esta

reaccién:
0 Base
@®— oH,C . HOH C
DNA (desoxiribosas) @ H ?/ﬁ A ? 7 ﬁ
‘ H\J ¢/" calentamiento C c/
] =
.J'"“ 6 H - OH H
! LU
“ (5
: H COOH 1
COOH |
C 1 =
= X ¢ l HOHoC OH
l é
. ] _ L—-H HIN A NH» _1_ (,:\,11 ,:/‘({m
HoN ™ Ng§'| . ] ) !
0-C—H R
' ' DABA on 1
Cﬂzﬁﬂ
2-etilenglicol-5-carboxy Desoxiribosa

7-aminoquinolina

(derivade fluore«cente de la quinaldina)

(De "Fluorescence".Guilbault.Editorial Marcel D¢
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I.A.2. Espectros fluorométricos con DABA.-

:
La fig. 8 muestra los espectros de excitacién y emisién para el pro

ducto resultante de la reaccién DNA-DABA en medio &cido,tanto sin filtro,
como cuando el DNA se ha depositado previamente sobre un filtro de ni- .
trocelulosa, sobre el que se realiza también la reaccién. Obsérvese gque

los 6ptimos est&n en la zona de 390 y 500 nm para la excitacibn y emisién

respectivamente.

I.A.3. Retencién en filtros de nicrocelulosa de complejos DNA-proteinas:

curvas standard. Efecto del pretratamiento de los filtros.-

El ensayo microfluorométrico del DNA con el reactivo DABA que esta
mos describiendo, es una modificacibén del método desarrollado por Catté
lico y Gibbs (124), para la medida de DNA total celular. Las etapas a

realizar aplicando esta metodologia son, por lo tanto, las siguientes:

1/ reaccidn de interaccién.
2/ retencibn del complejo DNA-protefna en filtros y lavado.

3/ deteccibén de DNA: reaccibn con DAF. y lectura fluorométrica.

La emisibén de fluorescencia es una funcién linear de la cantidad
de DNA y ambos, DNA libre y DNA presente en los complejos nucleoprotei-
cos, producen esencialmente curvas de calibraci6n idénticas. La fig. 9
iluétra la excelente respuesta del método, tanto en la retencién del com
plejo DNA-proteina como en la deteccibén de DNA. La retencibn inespecifi

ca de DNA libre en las membranas de celulosa es muy pequeiia (Tabla III).

Todas las marcas de filtros ensayadas (&steres de celulosa Millipo

re, 0,45 um de tamafno de poro; nitrocelulosa de Sartorius, 0,15 um; y



Fig. 8.- Espectros fluorométricos de emisién y excltacibn de los pro

ductos resultantes de la reaccidn ONA-DABA., La metodologia

se describe en el texto, en la seccién correspondiente.
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FLUDRESCENCIA (unidades arbitrarias)

i o —————— e et -

1 ]
3 4 5 6

DNA (ug)

Fig. 9.- Curvas patrdn de DNA y complejos Protamina-DNA. La curva DNA

libre (@) se obtuvo plipeteando allcuotas de una solucién de
DNA , directament~ sobre viales de cristal conteniendo fil--
tros. La curva para Iés complefos nucleoprotelcos se abtuvo
usando diferentes alfcuotas de una solucién nucleoproteica -
(6,8 g de DNA y 15 g de protamina /ml). Tras filitraci6n por
filtros Millipore (A), se hizo la reaccién con DABA como se
describe en Métodos.
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celulosa pretratada de Gelman, Metricel, 0,20 um) producfan blancos com

parables, pero los filtros Millipore (HAWP) eran los mis convenientes
para uso rutinario, porque producen las velocidades mis altas de.filtra

cibn.

El recomendado pretratamiento de los filtros con KOH (121), fué en
contrado destructivo para algunos grupos de membranas Millipore, y por
consiguiente, se investigd el requirimiento de tal pretratamiento. En
la tabla III se muestra que los filtros Millipore no tratados daban blan
cos de fluorescencia y retencién inespecifica de DNA tan bajo como los
tratados, al mismo tiempo que la consistencia y manejo de los filtros

era substancialmente mejor.

TABLA III

Efecto del pretratamiento con KOH sobre la resistencia y retencibn de

DNA en membranas de celulosa. -

Lectura fluorométrica

Tamp6n? pnaP Histona-DNAC manejo
Membrana Sartorius
45 en KOH 0,5 M 0,50 0,47 4,4 bueno
Membrana Millipore
45°* en KCH 0,5 M 0,57 0,53 4,6 malo
15' en KOH 0,5 M 0,43 0,40 4,6 malo
No tratamiento con

KOH 0,45 0,46 4,8 bueno

a/ los filtros eran lavados con el tamp6n de interaccib6n y etanol al
66%. “

b/ se depositaban 5 ug de DNA sobre los filtros, y se lavaban de la mis

ma manera.



75

c/ Se filtraban unas mezclas de 5 ug de DNA y 15 ug de histona, y se la

vaban de la misma manera.

I.B. Influencia de factores ambientales en la interaccifn histona-DNA.-

Como paso previo, nos propusimos la caracterizacién de nuestro sis
tema de interaccibn proteina-DNA, Es decir, quisimos ver que factéres
ajenos a la propia naturaleza de los ligandos, podrian afectar su inter
accién. Con tal objetivo, se estudié la interaccién de histonas y prota
minas con un DNA de timo de ternera altamente polimerizado {casa Worthing,

ton).

Hemos podido comprobar como en nuestras condiciones de ensayo, la
forma de las curvas de retencifn es dependiente del tiehpo y temperatu-
ra de incubacién, asi como de la fuerza ibnica del medio en el que 1la

reaccidén toma lugar.

I.B.1. Influencia del tiempo.
v ) -

%aifiq. 10 muestra el tipo de curvas que se obtieneubara la intea
accibn histonas-CT DNA durante tiempos variables, a T8 ambiente. Obsé&r-
vese como a medida que transcurre el tiempo, la curva se va haciendo pro
gresivamente m&s sigmoidal. A tiempos cortos, 5', la curva es siempre

hiperb6lica.

I.B.2. Influencia de la temperatura.

Cuando las mismas reacciones tienen lugar durante los mismos tiem-
pos, pero a 0°C (hielo fundente), se da un enlentecimiento de la trans-

formacién del tipo de curva hiperb6lico al sigmoidal (fig. 11). Obsérve



Unidades de fluorescencia

.
020 h.
o— ) N
2 : 3.

Histona / DNA (wg/ug)

Fig. 10.- Efecto de la Incubacidn a tempqratura amblente sobre las

curvas de retencion de DNA & Las me2clas de reacclon com

pletas, se dejaron a temperatura amblente (22 -232 €) por
los ‘tiempos indicados, antes de ser filtradas,
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o*cC D a)

2 O~ 60 min
,/”"——::::::;A-"‘ 5
/‘A .

o 0~ 20 h.
o
o
A
o
! . ) . )
I 2 ' 3

Histona / DNA (ug/ug)

Fig, 11.~ Efecto de la incubacién a 0 C sobre la curva de reten
cidn_de DMA (vease fig. 10),
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A
®
A
1 rA " 21

Tiempo (log horas)

Fig: resumen de los efectos tiempo-temperatura sobre la retencidn

del DNA. La interaccidén histonas-DNA transcurrié durante los tiem
pos Indicados, a 0°C (A) o t2ambiente (@), para una relacién -
histonas/DNA de 0,8 (ug/ug).
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se como la curva de 60' de interaccibn, antes ya sigmoide, es claramen-
te hiperbblica, exactamente igual que la de 5'. Por otro lado, para 20
horas, claramente la curva es ahora sigmoide, si bien no llega al mismo

nivel de saturacibén que las precedentes..

I.B.3. Influencia del PMSF en el mediode reaccidn.

E1l hecho de que el tipo de curva resultante de la intergccién'hig
tona-~-DNA fuefa dependiente del tiempo y temperatura de la reaccidn,nos
sugirié la posible implicaci6n de actividades proteoliticas como causa
de tal dependencia. Con el objeto de corroborar tal hecho, procedimos a
afladir al medio de interaccib6n un conocido inhibidor de proteésas. el

PMSF.

El fluoro fenil metil sulfonitld,PM8F,es un iinhibidor de proteasas
con serina en la estructura primaria de su centro activo,_ya que se fi

ja a este amino&cido.
"t M
L4 fig. 12 muestra como la curva sigmoide obtenida a 2 horas de in

“\

cubaciQn, es revertida a una forma hiperb6lica en presencia de este inhi
bidor de proteasas a 1-2,5 mM. Sin embargo, su efecto no parece prolon-=

garse mis alld de unas cuantas horas mis, posiblemente con motivo de de

gradarse.

I.B.4. Influencia de la fuerza ibnica.

Después de dos horas de incubacién a 72 ambiente, se encuentra que

0,15 M ClNa es la concentracibn de sal minima,requerida para lograr cur

i

vas hiperbdlicas reproducibles para la retencifn de DNA.
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Flg. 12.- Efecto del inhibidor de proteasas serfnicas PMSF sobre la

curva de interaccién, a distintos tiempos de incubacién -

(@: 2 horas;A: 6 horas;®: 20 horas) y concentraclones
(O: 1 mM PMSF; figuras llenas: 2,5 mM PMSF). La t%de In-

cubacidn fué la ambiental.
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Concentraciones més bajas'de ClNa dan curvas de forma progresivamen

te menos sigmoidal, a medida que la concentracibén va aumentando, (fig.13).

Cuando se estudia el efecto de concentraciones de ClNa superiores
(fig. 14), se observa un descenso en la cépacidad de retenci6n de DNA a
partir de 0,4 M ClNa. Es interesante hacer resaltar, que esté es la con
centracifén salina a partir de la cual empieza a separarse la Hl del DNA

en la cromatina.

Este efecto de la sal tiene lugar directamente sobre la propia in-
teraccibn, y no sobre la capacidad de retencién del filtro (141). Cuando'
se estudiaron la influencia del tiempo 9 temperatura de reaccidén y pre-~
sencia de PMSF en la interaccién de protaminas-DNA, se.llegl a las mis-

mas conclusiones (fig. 15).

I.C. Proteasas.-

L

I.C.1. Su presencia en DNA: cuantificacibén por fluorescamiha.
I - .

;poé efectos de PMSF, temperatura y duracién de la iﬁcubaci6n Sobre
las formas de las curvas de retencibén, sugerfan la implicacién de una
proteasa. Aunque las marcas comerciales de DNA eucaribtico aparecen li-
bres de proteasas cuando se ensayaban por métodos usados normalmente
(142, 143), la actividad proteolftica podfa ser detectada f§cilmente en
el DNA (fig. 16, circulos llerios ) 'con el método microfluorométrico, par
ticularmente en el caso de preparaciones de DNA de alto peso molecular
(144) . .Estudios de este laboratorio han mostrado que el DNA de la casa
erthington presenta, al menos, cinco veces mds actividad proteolftica

total que DNAs de otras casas comerciales, gi bien los valores%son varia
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- - Na Ci (M)
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Hlﬂ"OHQ Z DNA (un9)

Fig. 13.- Influencia de la concentracién de C1 Ma sobhre la curva -

de Interaccidnstras .Incubacién por 2 h & t®amblente. la
fig. Interlor representa el efecto de la concentracidn -
de C! Ma sobre la Interaccldn histonas/DNA, a una rela--
clén de 1:1 en peso {ug/ua),
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Fig. 14.- Efecto del Cl Na a altas concentracliones sobre la ca

pacidad dc retencién del DNA, para los coclentes his

tona/DNA de 0,3 (@) y 3 (@) en peso (ug/ug), a t?-
amblente. ‘
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Flg. 15.- Estudio de los efectos del tlempo y de a t3, det €1 Ma a 0,15 M
i "y del FMSF, sobre la ¢urva de interaccidmde l‘as protaﬁlnas con
_DN_A- ( La t®de reacclén era la ambienf"a“]'_;, sa'fl;b paraa: 02 C;0:

no C1 Na;@: C1 Na 0,15 M;4 : PMSF 2,5 mM).
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Fig. 16.- Deteccidn fluorométrica con fluorescamina de actlyldades pro

teolTticas en el DNA, y su eliminaclén por lavado con una ==
concentracidn alta de sal. La actividad proteolftica fué de-
terminada (ver Métodos) en la preparaclén de .DNA nativo (@)
y en el DNA lavado con sal (O), a una;. concemtraclén final -
de 6,8 1ig de DNA/ ml, La actividad proteolftica fué tambien
determinada en el extracto saifno dlalizado (A).
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bles. Los DNAs de microorganismos aparecen exentos de las mismas (144).

I.C.2, Su eliminacién lavando el DNA con ClNa 2,5 =M.

s

Si el DNA se tr;ta con ClNa 2,5 M por agitacibén toda la noche se
obtiene un extracto salino, tras la precipitgéién etanﬁlica‘del'DNA en
frio, rico en actividad proteolftica (fig. 16). En estas condiciones,
la actividad residual del DNA es muy escasa. No se recupera en el extrac
to salino la actividad proteolitica total, seguramente como consecuencia
de una inactivacién por ClNa, si bién, naturalmente, se dializé poste-
riormente. - .

3

I.C.3. Afinidad por DNA.

Es posible lograr la reconstitucién del complejo DNA-ﬁroteasa,'en
base a la afinidad entre ambos. A tai efecto, se mezcla el extracto sa-
lino y el DNA lavado, agit&ndose 15'-30'. A continuacién se pasa por una
columna Biogel A 56,-e1uyéndose con un tampén fosfato. La fig. 17 mues-
tra la .eluwibn obtenida seguida por las A230, y,A260. Obsérvese el pico
que corresponde al complejo reconstituido DNKﬁ;roéééha. Las actividades
proteolfticas de estas frgcciones sobre protaminas, coinciden con los
miximos de absorcién espeétrofotométricas. Es igualmente posible, recu-
perar entonces las activiéades protedsicas en el complejo. La Tabla IV
muestra los ;esultados de la aplicacién de la fluorescéﬁina a la detec-
cién proteolftica en DNA total, lavado y reconstituido. (este 'Gltimo, pro
cedente de la precipitacifén etan6lica en frio de una mezcla agitada de

DNA ya extrafdo, con el extracto salino).

.
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Fig. 17.- Reconstitucidn y aislamlento del complejo DNA-proteasas por cro
matograffa en columna. Una mezcla de DNA lavado con alta sal y
extracto sallino, se pasd por una columna Blogel A 5N tras agita
cldén de la mezcla. Observese 1a colncldenclia de los midximos co-
rrespondientes a las atsorciones Spticas a 260 (@) y 230 (o)

. nm, asT como con e} correspondiente a la actividad proteolftica

del complejo (O), medido por el método de 1a fluorescamina.
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TABLA IV

Unidades fluoromé&tricas netas

15 min. 195 min,
CT DNA Worthington 0,05 0,94 .
DNA extraido 0,03 0,4
DNA extraido + Extracto
salino 0,09 1,27

I.C.4. Cindtica hiperbdlica con DNA sin proteasas.-

El DNA resultante de la extraccibn salina carece, pues, de activi~
dad proteolfitica. La curva de interaccién entre este DNA e histonas es
hiperb6lica, incluso después de 2 horas de incubacibn a temperatura am
biente y en ausencia de sal (fig. 18 A). Compdrese con la curva obteni
da para el mismo DNA sin tratar y tiempo de interaccién (fig. 13). La
fig. 18 B muestra como cuando el DNA utilizido para la interaccién care
ce de actividades proteolfticas (p.ej. el DNA de E. Coli), se obtiene

el mismo tipo de curvas que con el CT DNA de Worthington extraido.

I.D. Condiciones para la interaccién histonas-DNA 6ptima.-

Por lo tanto, hemos mostrado como en ciertas preparaciones comercia
les de DNA eucariStico de alto peso molecular hay actividades protedsi-
cas contaminantes, indetectables por métodos convencionales. Estas afec
tan significativamente la forma de la curva de interaccibétn. Es convenien

te por lo tanto enfasizar sobre la necesidad de controles apropiados, an
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A 5 min , ’7——~‘~:
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Fig. 18,~ Curvas de retenclén?de comple]os de histonas con DNA sin

proteasas.
A.- DNA de Timo:(Worthington) lavado con 24 C1 Na.

B.- DNA de E. Coli.
La reaccidn de interacclén se efectud a t2ambiente, por los

tiempos indficados. ' i
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tes de intentar cualquier interpretacién funcional basada en la forma
de las curvas de interaccibn. En particular, es muy ﬁffi el ensayo di-
recto de actividades proteolfiticas en el DNA. De otra manera, habr& que
limitarse a tiempos c?rtos de interaccién (5'), a afnadir inhibidores de
proteasas como PMSF ai medio de interaccibn, o a realizar una previa ex
traccién de las actividades proteoliticas del DNA, p.ej. mediante un la

vado 2,5 M ClNa.

Considerando lo expthesto, estamos ya en condiciones de estudiar la

influencia de los ligandos DNA y protefnas, sobre su interaccién recipro

ca, en condiciones en que no cabe esperar artefactos debidos a proteasas

" contaminantes. P

1I:; INFLUENCIA DE LOS LIGANDOS

II.A. DNA.-

Cuando se realizan estos experimentos de interaccifén utilizando di
versos DNAs, hay que preguntarse por la posible influencia de variacio-
nes en la interaccién dependiendo de su tamafio, composicién en bases o

estructura'primaria y ‘estructura secundaria. o, ':
3 'S 3

.

I1.A.1. Estructuré;primaria.’ '~jyk O

'Se ha estudiado la ihfluencia de 1la composic}éh total en bases del
DNA en la interaccién coh=histonas. -

:Cuando se utilizan los polidesoxinucle6tidos polil.d(G-C) y poli
d{(A-T) en cadena doble, puede verse‘(fig. 19 A) que no hay apenas dife-

rencias en el tipo de curva con histonas totales.
. 1

Es sefialable la sigmoicidad de ambas curvas, aunque el nivel de



Fig. 19.- Curvas de interacciin de polidesox! (6-C) y polldeSoxi (A-T)
en cadena doble con histonas.
A.- Interaccién entre polidesoxi (6-C) (O) y polidesoxi (A-T) -
(®) con histonas totales.

B.- Interaccidn entre polidesoxi {G-C) (triangulos) y polidesoxi
(A-T) (cfrculos) cor Hh, en ausencia (@,A) o presencia (O,
A) de C1 Na 0,15 M.

Las Incubaciones fueron realizadas a t?amhlente durante 15 minu-
tos.
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saturacién parece ser mayor en el caso del poli 4(G-C).

Cuando se realiza el mismo experimento, pero utilizando solo la H4,
no se detectan diferencias con respecto a la composicibn de basés, tan-
to en presencia como en ausencia de ClNa 0,15 M (fig. 19 B). Obsérvese
como se llega a la saturacifn a relaciones H4/DNA mis bajas que con hig
tonas totales, lo cual podria ser indicativo de una alta afinidad de 1la

H4 con este tipo de homopolimeros.,

Por otro parte, destacamos las diferencias de las curvas de inter-
accién obtenidas con/sin ClNa 0,15 M, cuyo significado se discutiri mis

adelante.

Los resultados que muestra la figura 19 B estin,en cambio, en con-
tradiccidn con los de Clark y Felsenfeld (145), quienes afirmaban gue
los sitjos de unién natural de las histonas ricas en arginina son las

secuencias ricas en G-C.

II.A.2. Tamano del DNA,

Cuando una solucifn de DNA se fragmenta mec&nicamente, tal y como
se describe en la Metodologlfa, y se pasa por una columna de Biogel, p.
ej. A50, se obtienen una serie de fracciones con una graduaci6n en los

tamanos del DNA.

A fin de estudiar la influencia del tamaiio del DNA en la interac-
cibén con protefnas, se toman las correspondientes alfcuotas de cada frac
cibén para hacerlas reaccionar con protaminas, y se estudia su capacidad
de retencién en filtro mediante la metodologfa del DABA. La fig. 20 mues

tra que no hay diferencias apreciables, o no somos capaces de detectar-
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Flg. 20.~ Estudio de la Influencia del tamafo del DUA sbbre la interaccién

histonas-DNA,

Pase por ‘una columna de Biogel A 50 de una sqluélén de CT DNA tras
ser fragmentada en un VirTls a velocidad media (ver Métodos). Las

fracclones eluidas, contenlendo fragmentos de DMA de distinto PM,-
se slguleron por absorcidn Sptica a 260 nm (@), Fueros hechas In-
teracclonar en las mismas condiclones con protaminas (a una rela--
clén de protaminas: DNA de 2:1, ug/ug) (®), a t®ambiente y en au-
sencia de €1 Na, !

La fig. Interfor muestra una curva de Interaccién normal histonas-
DNA para dos cl;ses de tamafios de DMA fragmentado, separados por -

una columna de Riogel A5. La reaccién tuvo lugar a t?ambiente du--

N =
rante 5 min, en ausenciy de C) Ma,
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las, en su capacidad total de interaccién con las protefnas, al menos

entre los tamanos miximo y minimo de nuestros fragmentos de DNA.

Cuando un DNA se pasa por una columna de Bio Gel A 5, es posible p.
ej. separar el DNA entre varios lIfmites aproximados de tamafio. La misma
figura 20 muestra como para dos grupos de tamafios, las curvas de inter-
accibn histona/DNA son idénticas, lo cual es consistente con los resul-!

tados anteriores.

II.A.3. Estructura secundaria.

Cuando previamente a la interaccifn protefna-DNA, este fltimo se
preincuba durante un tiempo dado a diversas T§§, enfriindose ripidamen-
te en hielo al acabar, es posible obtener DNAs con distinto grado de es
tructura secundaria. El1 tratamiento térmico desestabiliza la doble ban-
da de DNA, al romper los puentes de hidrégeno entre las bases. Se obtie
nen asi en un DNA zonas de bandas sencillas, junto con otras de banda do
ble que mantienen su estructura nativa. Cuando estos distintas DNAs se
hacen interaccionar con histonas, se obtienen curvas progresivamente mis -
sigmoidales. cuando el tratamiento t&rmico ha sido mayor. Esto se ilus-
tra en la fig. 21. Cuando el DNA se somete a 100°C, T a 1a que es de
esperar una desnaturalizacién total, su curva de interaccibn es la m4s

sigmoide de todas.

Si tras un tratamiento térmico de 100°C, el DNA se eluye en una co :
lumna de hidroxiapatito (ver Metodologfa), es posible obtener en unas
cuantas fracciones todo el DNA que est& en banda sencilla, separéindolo
del que se mantenga en cadena doble. Cuando se estudia la interacci6n

con histonas del DNA en banda sencilla, se obtiene un tipo de curva sig
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Fig. 21 - Efecto de 1a preincubacién del! NAA a diferentes temperaturas

durante 20 min sohre la curva de Interaccidn con histonas. -

La reaccién de Interaccién se efectué a t2ambiente, por 5 -~
min,
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moidal (fig. 22), frente al DNA nativo, que es hiperb6lica como sabemos.

Conviene que hagamos énfasis en los hechos de que estas interaccio
nes las hemos realizado a tiempos cortos, 5', eliminando toda posibili-
dad de resultados dependientes de actividades proteoliticas. Por otro
lado, el tratamiento térmico que se aplica al DNA, desnaturalizari con

gran seguridad las posibles protefnas contaminantes.

También cuando son histonas individuales, H1 y H4, las que se hacen
interaccionar con DNA desnaturalizado, se obtienen curvas de tipo sig-

moide. Vedse fig. 23.

Todos estos resultados muestran, por otro lado, que la unién de las
histonas al DNA desnaturalizado es menos fuerte que con el DNA nativo.
Este hecho ya habia sido apuntado por Bonner y col. (146), quienes suge
rian que esta menor capacidad de unifn a consecuencia de la desnaturall
zacibén del DNA, podfa sérexplicada en parte por el descenso en la densi
dad de carga del DNA y por pérdida de la estructura secundaria, tal co-

mo la de los huecos de la doble hé&lice.

Las oonsideraciones que acabamos de hacer sugieren, por consiguien
te, la existencia de un mecanismo cooperativo en la interaccifén DNA de
banda sencilla-protefnas. Las consecuencias funcionales (transcripcién,

replicacién) de este hecho, son obvias.

II.A.4. Efecto del ClNa: consideraciones.

Cuando la interaccibén histonas-DNA. se realiza en las condiciones
en que las proteasas no son detectables, el ClNa a 0,15 M revierte las

curvas sigmoides hacia formas hiperb6licas. Ello ocurre con independen-
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Fig. 22.~ Interaccién de histonas con DNA dgbanda ﬁ;encllla y efecto

del C1 Na (0,15 M). La Incubacién fi€ hecha a t3ambiente -

por 5 min..
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Fig. 23.- Interaccién de las histonas Hl y Hk con NNA en banda sen
cllla y efecto del €1 Ma (0,15M). La incubacién fué hecha

a t2ambliente por 15 min, (wme—: HI; ——: H4;O,@: Sin -
€1 Na;5,A: Cl Na 0,15 M),




cia de la procedencia o grado de estructura secundarii del DﬁA. asf co~-
3
mo del tipo de protefna: b8sica (histonas o protaminas) utilizada en }a

interaccibn.

&
La fig. 24 nos muestra tal efecto para dos DNAs de microorganismos

M. lysodeikticus y E. coli, con histonas o con protaminas. Las figs. 22

N

y 23,hechas con DNA desnaturalizado, tambi&n lo muestran y tanto para

histonas totales como individuales.

E incluso con los homopolimeros poli d(A-T) y d4-(G-C), p.ej. con

la H4,como se ha seﬁa%ado anteriormente (fig. 19 B).

Pero incluso cuando éabemos que una curva sigméide aparece por efeg
to de las actividades prote§sicas, el ClNa la reviérte fqualmente a una
hiperb8lica. Y tanto con histonas (fig. 13),como con protaminas (fig.

15 B). Sin embargo, una prueba mis de que este efecto del ClNa a 0,15 M .
es independiente de la presencia o ausencia de proteasas, radica en el
hecho de que la actividad ehzim&tica total de las protéasas solo se'em-

pleza a afectar por el ClNa a partir de 0,5 M,para llegar a ser el 50%

de 1la ork;nal a concentraciones de 2 M (143). .~
. o o ,‘r;’;; .
.. Por otro lado, en los casos en que se ha“utilizado DNA desnaturali

zado,este efecto del ClNa no parece ser debido a una renaturalizacién del’
DNA desnaturalizado. Se sabe que ‘la sal favorece’la renaturalizacién, lo
cual podrfa explicar en nuestro caso la transicién’ "de curva sigmoide

a hiberbéliea que se observa por su efecto.

Con tal motive, se‘proéedié a pasar por sendas columnas de hidroxia
‘ . .

patito 2 muestras de DNA desnaturalizadas termicamente y recién enfria-

das en hielo, una de ellas con 0,15 M ClNa (y lo mismo en todos los tam

.



Fig. 24,~ Efecto del Cl Na sobre la Interaccién de proteinas con

DNAs de microorganismos, libres de actlvidades proteo-
1fticas. :
A.- Curva de Interacclén de histonas totales con DNA de MI

crococcus lysodéikticus (@: sin C! Na; 4 : con C1 Na
0,15 M),

B.- Curva de Interacclén de protaminas con DNA de E, Coli .
(O: sin C! Na;®: con C1 Na 0,15 M),




100

fl

v

saioniy Jp sapep

by

e|eTouad

(ariza) pOSAYT'W
- N..... o2 e.Mzo / DUuoisiH (% W93 yNQ 7 OUIWDION
T — N » 4
P82 vzt sl = e v & % _
L T

ol

o2

(433

ot

(o]

09

oL

08

06

oprusalal VNd $



* 101

pones para la columna correspondiente). Al realiéar la elucidn a 4°C
(fig. 25) se observa que,en el caso del tratado con sal, eluye a una con
centracibn salina ligeramente superior que el no tratado. En la columna
de HAP, el DNA de banda doble eluye a una fuerza ibnica bastante mayor
que el de banda sencilla. Sin embargo, la fig. 25 muestra que la diferen
cia de fuerza ibnica a que eluyen las muestras tratadas y sin tratar con
ClNa, no justifica la mucho mayor con la gue se separan los DNA de banda
doble y sencilla. Las diferencias de salida en la elucién, son atribuf-
bles a la disminucién del efecto eluidor del gradiente de fosfato utili
zado, por parte de los cloruros de la sal (113). Seria necesarioc esperar
tiempos mis largos (minimo, varias horas), que nunca se dieron para nues
tros experimentos de interaccibn, para detectar esa influencia de la sal

en la renaturalizacidn.

II.B. Histonas

Al estudiar la influencia de las distintas histonas como causa de
alguna especificidad significativa en sus interacciones con el DNA, nos
hemos centrado en: tipo de histonas y afinidades. con dos tipos de DNA

(timo de ternera y Artemia salina), efecto de la sal, dinémica de las

interacciones y estudio de la interaccidén DNA-histonas acetiladas.

‘IT.B.1., Curvas de interaccifn DNA-histonas individuales. Efecto de

la sal.

Cuando se estudif la interaccién entre DNA de timo de ternera y di
versas histonas individuales, fraccionadas por nosotros, se obtuvo el

tipo de curvas que muestra la fig. 26 A.
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Flg. 25.- Estudio del efecto del C1 Ma sobre la renaturéllzaciéﬁ

de DNA desnaturalizado, por cromatoqraffa an columna.
Dos muestras de DNA tratadas a 100% ¢ durante 15 min,
y enfrladas en hielo durante un mfplmo d; 30 min, més,

fueron cromatografiadas sucesfvamente en- una misma co
lumna de hidroxiapatito. A una de ellas (@) se le a-
fiadié C) ﬁa para_ lograr una concentracién final de ==
0,15 M, asT comc DNA nativo. La elucldn se reallzé con
un tampon de fosfato, con o sin C1 Na 0,15 M, e lgual-
mente 1a previa equilibracidn de la columna.'v

Las flechas Indican las posiciones de los mSximos de =
absorcién Sptica de los DMAs a 260 nm, sobre las rectas
correspondientes a los indices de refraccién de las --

fracciones.
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Fig, 26.~ Curvas de Interacc{én del CT DNA cefi’las hlstonas H1,H3 y Hh,
Efecto del €1 Ma a 0,5 M, La interacé.lé_n tuvo lugar a t2am=-
blente durante S min, (&: H1; m: H3; @ : Hb),
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Obsérvese especialmente las curvas obtenidas parsxla H1l, de forma
sigmoidal, y la H4, hiperbélica bifisica, mientras que la H3 muestra ‘una

curva hiperb611ca normal en su interaccién con el DNA.

La interaccién de la H1, podrfa, en ciertas condiciones, responder
a un mecanismo cooperatibo (147~149). La curva paga la H4 sﬁgiere la
existencia de 2 tipos de unién distintos, bién por existir dos sitios
con afiniacad diferente en al menos uno de los ligandos, o porque uno de

ellos esté presente en dos formas moleculares que varien en cuanto a su

capacidad de retencién de DNA.

-

Al estudiar la influencia de la fuerza ibnica spbre 1a>interac916n,
se observa como la presencia del ClNa a 0,5 M tiene un efecto significa
tivo, consistente en revertir las curvas sigmoidales hacia formas hiper
b6licas. La fig. 26 B muestra tal transicibén, excepto para la H3, que

ya es hiperb6lica a baja fuerza i6nica.

Es interesante resaltar, para el efecto de la fueria iénic¢a sobre
la interaccién Hl-bNA, el hecho de que mientras sobre cromatina con 0,5M
ClNa se logra extraer cerca del 90% de la Hl, ep-huéstro caso la capaci
dad de retencibn del DNA se mantiene, e inc1€g§ eé“;uperior a bajas re-
lacgones histona/DNA, en presencia de ﬁal ccncentracifn salina. Esto nos
llevd a eétudiar la influéncia'de dive;éas qoncentraciones de ClNa, ob-
teniéndose los resultadds:que muestra la fig. 27 A. Puede observarse,
que‘existe’un 6ptimo de interaccifn H1-DNA en el rango'de concentracién
0,1-0,2 M Clﬁa, Yy unos mInimoé a concentraciones inferior y superior al™

6ptimo. [

Esta influencia del ClNa sobre la interacci6én Hl DNA, parece estar

de acuerdo con un efecto~de estructuracién a baja fuerza ibnica, y otro

Ly



Fig. 27.- Efecto de 1a concentracidn de C] Na sobre la interaccidn
H1-CT DNA y HL-DNA de A. Salina, a una relacién de pro--
teina: DNA de 0,5:1 { 5yug H1: 10 yg CT DNA/m), 3 yg Hb:
6 ug DMA A. Salina/ml). La interaccldn tuvo lugar a t8am

biente durante unos 15 min.



105

(W) N 10, . /
;. 6°0 80 L0 90 g0 ¥‘0  ¢‘o %0 1%0
X T I T T 1 T T
. . sz
s‘0 = ¥NQ@'ID/L-H
. 0s
ﬁw(.«ﬂ ®
. -y \
/ - ° J .
(W) BN 1D
s =1 o0l
s‘o Sz0 SL°0 L°0 S0°‘0 :
I I - T | [
~ Load
" =
= oL N
g‘0 = BUTTES'Y VNA/¥ H o
a ° -\ -4 oz g
[=]

0g

opTUaIaI 'YNJ. %

{



106

de perturbacifn clara de las interacciones normalessa fuerzas ibnicas

mayores.

Estos aspectos podrian ser considerados también, a la luz de las
Gltimas evidencias sobre el papel de la Hl en la superestructuracién de
la cromatina. En la Introduccifn se desarroll6 tal problemitica y la evi
dente influencia de los iones en la misma. Por otro lado, Severin y Col
(150), en sus estudios turbidimétricos de las interacciones de H1 con
DNA, han propuesto un mecanismo de condensacifn del DNA por la H1 depen

diente de la fuerza ibnica. A muy bajas fuerzas ibnicas, los complejos
H1-DNA no interaccionarian entre sif. A partir de 0,15 M ClNa, habrfa un
progresivo entrelazamiento entre ellos, bien por uniones mis o menos es
pecificas o por la formacién de puentes policatibénicos, de manera que

cada molécula de histona se acomplejarfa con mis de una molé&cula de DNA.

Al realizar el mismo tipo de experimentos con DNA de Artemia salina,
sorprendentemente nos encontramos con los resultados‘de iu fig. 28 A y
B. Es de destacar la acusada sigmoidicidad observable con histonas tota

les, o con las Hl1 y H4, en ausencia de sal.

Cuando la interaccidn se realiza en presencia de 0,15 M ClNa, se
observa . en primer lugar el efecto de reversién de las curvas hacia for-
mas hiperbéliéas, si bien coﬁ caracteristicas particulares para cada hisg
tona. La Hl satura el DNA a bajos cocientes histona/DNA, bastante mis
bajos que con histonas totales. Es decir, las otras histonas o bien com
piten en su unibn al DNA con la Hl, o su unifn es de distinto tipo. La =
interacéién H4-DNA responde claramente a esta diferente especificidad.
El tipo de curva obtenida es biffsica (comp&rese con la de baja fuerza

iénica). Parece pues, como que la presencia del ClNa diera lugar a un
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Fig. 28.- Curvas de interaccidn de DNA de A. Salina ,c;m las’ histonas
H1 y Hh, as? como con las histonas totales, en la ausen--
cla o presencia de 0,15 4 C1 Na. DRA de A, Salina, obteni-

do tal y como se describe en el texto, sE h!,zo interaccionar
con histonas totales (@), H1 (W) i-,?"‘f (‘J9 en la ausencia
(A) o presencla de €1 Na a 0,15 M { &), (a-Tncubac¥én se --
realizé a t?ambiente durante’15 min,
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nuevo tipo de unién gque no aparece en su ausencia.
13

El estudio de la influencia de diversas concentraciones de ClNa so

bre esta interaccibn, aparece en la fig. 27 B. Se comprueba como 0,15 M

s
-

ClNa, parece representar la minima concentracifn para lograr un nivel

de saturacibn, y a partir de la cual ya no se ve afectado, 51 menos has

ta 0,5 M.

Al comparar la }nfluencia del mismo rango de concentraciones de ClNa
sobre las interacciones del DNA con H1 y H4 (fig. 27), las diferencias
observadas pueden exp%icarse por el caricter mis electrostitico de la
interaccién con Hi. Por el contrario, las fuerzas hidrof6bicas serien
mis importantes en la interaccifn de H4 con DNA. El.mismo hecho de 1la
curva bifdsica, debe tener relacibn con el tipo de fuerzasr(iénicas e -
hidrof&bicas) que mantienen la interaccién H4-DNA, las cuales se verfan
afectadas de esa manera poi la sal. (Sin exclufir la posibilidad de que
la causa originaria de tal hecho radique en las molé&culas de#4, adgi-
z8s en las formas no y monoacetiladas, gque son las mayoritarias para la
H4 extraida?}. R 5 ‘
Queda todavia‘ﬁna cuestién‘pendiente:apggiquéige obtienen curvas
diferentes cuando se utiliza el DNA de ‘timo de teérnera frente al de A.
salina, especialmente a béjas fuerzas ibénicas?. Es diffcil suponer que’
sea debido a un problema ae camposicién total en bases, ya que ambos igi
DNAs tienen up 65% de riqueza en A-T (151). Es mis, la‘fig. 19 B nos ha ‘“\
bfa mostrado que: la H4 no parecfa distinguir entre 2 homopolimeros de
(A-T) 6 (G-C).

Probablemente, estas diferencias'pueden guardar relacién con la po

sible existencia de secuencias especificas en el DNA de Artemia utiliza
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do. De hecho, este DNA corresponde a unos fragmentos de restriccibn del
DNA total, con 1,5-2.106 de PM, producidos por la accibtn de endonuclea-
sas endbgenas (152). Este mecanismo podrfa generar fragmentos de DNA,
que teniendo la misma composicién de bases que el DNA total, estuvieran
enriquecidos en ciertas secuencias especfficas. La fig. 29, mostrando la

interaccién entre H1 y H4 con DNA de Micrococcus lysodeilkticus, 25% de

A-T,a 0,15 M ClNa, podria apoyar también estos hechos.

La visibn global de este Gltimo problema,nos llevarfa a admitir una
influencia del tipo de secuencias del DNA en la interaccibn con las his

tonas. Este hecho no esti, hoy por hoy, ni excluido ni admitido,

II.B.2. Movilidad de las histonas.

Cuando se estudié la influencia del tiempo de incubacién sobre la
dindmica de la interaccidn DNA—hisEonas, llegamos a comprobar que la caf
da en los valores de DNA retenido a medida que transcurre el tiempo, no

es exclusivo de la presencia de proteasas.

La Tabla V nos muestra los valores de retencifn de DNA en unidades
fluorométricas para la interaccidn histonas-DNA, cuando se realiza con
CT DNAs de la casa Sigma, o bien de la Worthington, pero desnaturalizad
térﬁicamente o lavado con ClNa 2,5 M, condiciones todas ellas en las qu
las actividades pfoteoliticas son nulas o escasas (5% como m&ximo de 1a‘

del CT DNA w).

" :
Se observa como a bajas relaciones histona/DNA, los cocientes 2 ho-

ras/5 minutos son muy bajos en relacidn con los obtenidos a valores de

saturacidén. Ello sugiere la existencia de un mecanismo de movilidad o

intercambio de histonas entre diferentes mol&culas de DNA, algo que ya
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Fig. 29.- Curva de interaccidn de DNA de M. lysodelkticus con
Ht y Hbh, en presencia de 0,15 Cl Na. La t3de Incuba

cion fué la ambiental.
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se ha sugerido por otros investigadores (153-155), e incluso para nucleo’
somas (156). Es decir, creemos-que existe la posibilidad de que las his
tonas se puedan pegar y despegar de un fragmento determinado de DNA,

y/o bien de la de que puedan deslizarse a lo largo del mismo.
TABLA V

Histona/DNA 5 min. 2 hpras 2h/5m.

CT DNA, Sigma 0,4 1,69 0,45 0,27
" " 3 3,79 3,44 0,91

W DNA desnaturalizado 0,4 0,37 0,27 © 0,73
termicamente 3 3,42 . 3,55 1,04

W DNA lavado con ClNa 2,5 M 0,4 2,42 0,41 0,17
" " " " 3 3,52 3,53 1,00

Cuando el mismo tipo de ekperimenﬁo se realiza con histonas indi-
viduales, p.ej. lagH4, se obtienen los resultados de la fig. 30. Obsér-
vese el cambio que experimenta el valor de retencién de DNA a medida qu
transcurre el tiempo, para una relacién H4/DNA baja,y a una concentra- »
cibén de 0,15 M ClNa y temperatura de 37°C (es decir, incluso en condici
nes de fuerza ibnica y temperatura fisiolégicas). Esta catda en la capé

cidad de retencién de DNA por la H4, podrfa contribuir a explicar el ca

bio de la curva hiperbdlica (fig. 28 B) a la sigmoide (fig. 28 A) con e

BIBLIOTECA
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La fig. 31 intenta ser un resfimen de todos los aspectas. que vamos

a considerar acerca de las interacciones histona-DNA.

Excluida definitivamente en nuestros experimentos la posibilidad
de artefactos por proteasas contaminantes, hemos mostrado la aparicién

en ciertos casos de curvas de interaccidn sigmoides.

Aparecen a veces a tiempos muy cortos de interaccibén (5'), o bien
tras un perfodo m&s largo (p.ej. 2 horas), como hemos mostrado. Por otro
lado, el ClNa es capaz siempre de revertirlas hacia interacciones de re

presentacién hiperbdlica.

¢C6mo podiamos conjugar estos hechos a la luz de nuestra experien-

cia y lo descrito en la literatura cientffica?. Creemos que nuestros re
sultados son explicables en virtud de una cooperatividad dinémica. Es
decir, existe inicialmente la posibilidad de un intercambio y desliza-
miento de las histonas entre distintos fragmentos de DNA, y posiblemen-
te dentro de una misma molécula. Pues bien, cuando el procesc de interac
cibn es cooperativo, es decir, que la unibén de unas histonas favorece
las uniones subsiguientes de nuevas mol&culas de histona, es.l6gico es-
perar la aparicitn de agrupamientos de histonas a lo largo del DNA. El
ClNa actuaria en este esquema rompiendo la cooperatividad, el agrupamien
to (aunque no necesariamente la redistribucién al azar de las histonas),
seguramente por alteraciones alectrostiticas y conformacionales sobre

las histonas y el DNA.

El transcurso del tiempo, al ofrecer a las histonas cualquier posi
bilidad de los movimientos de que sean capaces, facilitaria también una
distribucidn no al azar de las histonas, una interaccién sigmoide, en

aquellos casos en los gue la cooperatividad no es tan fuerte y necesita
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Flg. 31.- Esquema grifico de la Interaccién histonas-DNA, mostrando

el fendmeno de la cooperatividad y las Influencias del --

tiempo y C1 Na.
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tiempo.

Frente a estas consideraciones tefricas, existe también el hecho
prictico de cufntas moléculas de histona serfan necesarias para retener
una molécula de DNA. Parece 18gico pensar que en aquellas moléculas de
DNA en las que las histonas se hubieran distribufdo al azar, habrfa ma
yor nfimero de puntos de retencién por el filtro; en cambio, si se distri
buyen por agrupamientos cooperativos, el nfimero de puntos seria menor,
siendo limitante la cantidad de histona (bajcs cocientes histona/DNA).
Este hecho, asi como la fuerza de retencifn por el filtro de aquellas
zonas de DNA acomplejadas con una o varias histonas en grupo,justifica-
rian también el tipo de curvas obtenidas en base a la hipdtesis formula

da.

Histonas acetiladas.

Puesto que el segundo de nuestros objetivos era investigar la infl
cia de la acetilacién de histonas en la transcripcibn,nas propusimos
nreviamente estudiar la interaccifn histonas acetiladas-DNA con nuestra

metodologfa de retencién en filtro.

. A tal efecto, acetilamos histonas totales de timo de ternera con
anhfdrido acético tritiado, en condiciones en que s6lo se modifican los
grupos amino ¢ de las lisinas internas. El grado de acetilacién resultar
te fué medido por incorporacién de tritio y por enmascaramiento de gru-.
pos aminos libres,ensayado con fluorescamina. La fig. 32 nos muestra
que fuédel orden '‘de un 35%, lo que supone un valor de unos 13 acetilos
incorporados por molécula de histona (considerada esta como un valor

medio de las cinco histonas existentes).



Fluorescencia

Histonas (ug)
it

Flg. 32.- Determinacién de!_érado de acetilacién de histonas to

tales tratadas con anhidrido acético, medido con fluo

rescamina. Histonas totales comerclales de timo de
ternera fueron acetiladas quimicamente con anhidrido
acétlico, A continuacidn se les aplicé el método de la
fluorescamina. (Ver Metodologfa).

( Histonas nativas:Q; histonas acetiladas:®).
: 1
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Estas histonas acetiladas se comvararon con las no acetiladas con
respecto a la ligaz6n a DNA, en presencia de concentraciones variables
de ClNa. Los resultados de este estudio muestran (ver fig. 33) que no
hay diferencias en las curvas de interaccién de ambos tipos de histonas,
hasta concentraciones salinas de 0,15 M. A concentraciones superiores,
se empiezan a poner de manifiesto diferencias de afinidad, que son maxi
mas a 0,5 M ClNa. A partir de esta concentracién, se-afccta también la

ligaz6n de histonas no modificadas.

Estos experimentos ponen de manifiesto una perturbacifn de la inter
accidn histonas-DNA, a resultas de la acetilacibén quimica. El hecho de
que esta perturbacibén sea solo observable a concentraciones relativamen
te altas de ClNa, sugiere que la principal fuerza de las interacciones
en nuestras condiciones de ensayo; son esencialmente de carécter electrog

tético.

Por otro lado, estos resultadas r~s sugieren la cuestibn de si tie
ne algfin sentido fisiol6gico esta menor afinidad de las histonas aceti-
ladas con el DNA. La parte segunda de nuestro trabajo, que vamos a desa
rrollar a continuacién, trata de acercarse a la elucidacién de este pro

blema.
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III. ASPECTOS FUNCIONALES

III.A.1. Fundamentos de la metodologia.

Las grandes distancias que separan el mundo puramento fisico-qufmi
co del auténticamente fisiol8gico-biolbgico, se traducen ya para el in-
vestigador en la dificultad de encontrar el sistema biolégico adecuado

para su trabajo experimental.

Nosotros hemos partido de la idea de que si querfamos estudiar 1la
influencia causal de un proceso fisiolbgico, el de la acetilacibn de
histonas, sobre otro, la transcripcién de la cromatina, deberiamos ele-
gir aquel sistema en el que pudiéramos conseguir: a/ el miximo grado po
sible de acetilacidn de las histonas (confiando que ello implicarfa un
mayor efecto a su vez en la transcripcibn) ; b/ realizar el estudio de
esta influencia en las condiciones més fisiolBgicas posibles: y ¢/ situa
la al nivel mis directo posible., Sin duda, los nficleos aparecfan como
el mids apropiado, dado que nos permitfa mantener en una estructura ce-
rrada y relativamente estable los tres tipos de moléculas que nos preo-
cupan esencialmente: histonas, RNA polimerasas y DNA; asf como la mayo-
ria de las moléculas con un posible papel regulador a nivel de cromati-
na. Por lo tanto, nos ofrecfa la posibilidad de utilizar sus actividades
enzimlticas endbgenas, siempre que el trato fuera cuidadoso. La propia’
cromatina podria también utilizarse, y de hecho lo intentamos, pero ob

viamente es menos completo que el sistema de nficleos " mas dificil de

manejar.

'

Como ya hemos apuntado, durante el desarrollo de nuestro trabajo se

reportd que el Butirato Na producfa en una serie de células una hiper-
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acetilacién de histonas. Ello nos permitfa cumplir con-.otra de las con-
diciones prev&as que hemos citado, la de lograr un alto grado de aceti-
lacibén de histonas; y ademis (de aquf su gran inter8&s), fisiolb6gico, en
los sit;os de las histonas que se acetilan usualmente en la célula. Por
otro lado, la presencia de butirato a lo laryo de todas las manipulacio
nes experimentales de los nGicleos, incluida la transcripcibn, garantiza

el mantenimiento de la hiperacetilacién de histonas por inhibicién de

las actividades deacetilantes.

III.B.1. Nfcleos y cromatina de hfgado de rata.

Pomerai, Chesterton y Butterworth (125) han estudiado diversos méto |

dos de preparacibdn de cromatinas, encontrando que el que ellos han desa
rrollado proporcionﬁ una cromatina en buen estado funcional. Siguiendo
sus indicaciones, hemos obtenido nficleos y cromatina a partir de higados

de rata.

La fig. 34 muestra los espectros de absorcién ultravioleta de am-

bas preparaciones. Obsérvese su semejanza, indicador de que la prepara-
. N L’ N
cibén de la cromatina no ha eliminado muchas q;;fésfﬁroteinas nucleares.
. . I3 e .
i .

ITI.B.2. Acetilacibn: aspectos enzimiticos. »

En la fig. 35 se reﬁume la caracterizacién del sistema de acetila-

cibn de nficleos aislados de higado de rata a pH 8, (a pH>9, hay una ace

tilacibn quimica (157), fuerza ibnica de 0,25 M 50,4(NH4), y temperatura '

de incubacibén de 37°C. Del estudio de la cinética en funcién de la con-
centracién de uno de los sustratos, acetil CoA, se'deduce una Km de 1-2
UM, en estas condiciones’. Tomamos como Sptimo el valor de 4 uM, puesto

que es el valor m&s bajo que alcanza el nivel de saturacién.

-
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lLongitud de onda

Fig. 34.- Espectros de ahsorcidén ultravioleta de nucleos y cro
matina, obtenidos siguiendo el procedimiento descri-

to en el texto.
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Fig. 35.- Caracterizacidn del sistema endSaeno de acetilacidn enzi

mitica en ndcleos de hfgado de rata: Influencia a/ de la
concentracién de acetil Co A (rea‘;g,iﬁﬂ d¢:10 min. a 30%C),
b/ del tiempo de incubacién ( a fdﬁ;ﬁ) y:ﬂ' de 1a.concen-
tracidn de nicleos en la reaccién (- 60 min. a 37%C).

-~
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Al hacer la curva de tiempo, se observa un répido‘incremento en los
EY
primeros minutos, para luego darse una incorporacibn m&s lenta pero pro
gresiva. Treinta a sesenta minutos parecen tiempos suficientemente ade-

& .
cuados para nuestros experimentos.

Finalmente el sistema responde linealmenpé a la concentfacién de
uno de sus sutratos, las histonas o lo que es lo mismo, los nfcleos; si
bien hay que sefialar, que tambi&n se aumenta la actividad total del en-
zima, aunque manteniendo una relacibn fija con la cantidad de histonas,
por el hecho 1l6gico dg que ambos van juntos en los nfcleos. La curva
nos muestra por otro lado que las cantidades de acetjl Coa empleada? no
son limitantes, al menos en el rango de concentracifn de -nficleos estudia
do, expresado en unidades de absorcién 6ptica a 260 nm. Siendo ello asf,
lo mejor es,desde luego, utilizar la concentracifn més alta posible de
nGcleos, pero usualmente hemos utiiizado 0,25-10.D. ?60 nm por tubo de

reaccifn.

III.B.3., An8lisis electroforético de histonas acetiladas.
3 L

' . 3 A
Cuando sobre los nficleos agetilados, o g&?re#;? cromatina obteni-

da deé gllos, se procede'a la extracci§n de las histonas con &dcido

SO4H, 0,4 N, es posible_s continuacidn énalizar estas histonas en geles'
14C-vacetato. A pesar de realizar dos veces sucesivas 1la extraccién con
sulfdrico, siempre queda un precipitado residual en el que es posible <
encontrar hasta un 15% de la radiactividad total. Ello no es de extra-
flar, puesto que es coﬁoqido que las protefnas no histénicas tales como

las HMG, no extraibles, pueden ser también acetiladas (158).

»

de acrilamida urea-acético y cuantificar la incorporacibdn radiactiva del
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Cuando se hace una electrofcr&sis en gel de una muestra de histo-
nas, es posible obtener el densitograma que aparece en la fig. 36. Si el
gel se fracciona en rodajas y se cuenta su radiactividad, se obtienen
los porcentajes de acetilacibn, respecto al total de todas las histo-

nas, que muestra la fig. 36.

Destaca el alto porcentaje de acetilacifén de la H3. Nuestros resul
tados son parecidos a otros ya reportados ecn el mismo sistema (157).
Aqui mismo se menciona también,que cerca del 35% de los‘:acetilos incor-
porados a la H3 son grupos 0-acetilos, en contraposicibén al resto, N-

acetilos, que son también los comunes en las otras histonas.

III.B.4. Transcripcibfn de cromatina y nficleos.

En base al trabajo de Pomerai y Col. empezamos caracterizando nues
tro sistema de transcripcidn de cromatina. La fig. 37 muestra como di-
versas concentraciones de cromatina se traﬁscriben en funcibén del tiempo,
siendo 30'-60' de incubacidn suficientemente adecuados, ya gue aunque
la gr&fica no lo muestra, a las dos horas de transcripcién se ha conse-

guido un nivel de saturacidn en la incorporacibn de H3

-UTP como UMP. Ello
es consecuencia, sin duda, de que la cromatina sufre con el paso del tiem
po t;anéformacinnes en su estructura funcional, de manera que la activi
dad de las RNA polimerasas endbgenas debe estar bastante afectada. A

ello hay que unir que en nuestro caso se utiliza una temperatura

de 37°C, en la que las actividades nucleisicas estén bastante favoreci-.
das. Si, se utiliza una temperatura m&s baja.  la incorporacién es menor,

si bien. a tiempos largos,la incorporacifn supera a la obtenida a tempe

raturas mis altas. Cuando ha interesado disminuir al méximo la accibn



Filg. 36.A.-

Distribucidn de proteina y 14c-acetilo enlas histonas

extraidas de preparaciones de nucleos y cromatina d= -

higado de rata, tras andlisis electroforético en gelés.

La determinaciSn de proteina se realiz5 por pesada de
los recortes correspondientes a cada hls&ona del papel
densitograma, La determinacidn ;pgiactiva del ‘“C se~
giin se describe en MetodologTa. "

Densitoqrama de un gel con hlstonas extraidas de croma

t!na
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Flg. 37.- Caracterizacion del sistema endGgeno de transcripcidn

an,cromatlna-y'nﬁcleos'de hfgado de rata. Se ha estu-

diado: a/ la influencla de la concentracidn de croma-
tina y tiempo de reaccién y b/ !a‘lnglneng}a de la --
concentracién de sulfato aménlco,;aﬁ la;t#gnscrlpclén
de cromatina. As? como c/ la lnfluéﬁcla de 1a concen-
tracion de nicleos en su t}anscrlpciéﬁ.

Las reacclones tuvieron lugar a 35-3796 durante 30 min.
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nucledsica, hemos recurrido a temperaturas de 26—28°C?’Por otro lado,
hemos reprod;cido la propia experiencia reportada por los autores (125)
acerca de la influencia de la fuerza 1i6nica en la transcripcién. Utili-
zando 804(NH4)2, se %ncuentra que a medida que aumenta la concentracién
de estasal, lo hace la incorporaci6én de UMP, siguiendo un tipo de curva
de forma sigmoidal (fig. 37). Naturalmente, ﬁay que tener en cuenta que
es de desear la utilizacifn de la concentracibn salina m&s alta posible,
siempre que'no afecte a lé propia estructura de la cromatina, ni las ac
tividades enzimiticas. As! sabemos que ya a 0,4 M ClNa, empieza a sepa-
rarse la ﬁ;. Alreded6r de este valor gira el 6ptimo a utilizar, 0,25 M
S0, (NH,) ,. c ) ’
Cuando estas cfomatinas transcritas se depositan sobre un gradien-
te de sacardsa 2—10% con formamida,‘y se centrifugan a alta velocidad,
es posible obtener los resultados éué muestra la.figm-38. Los inconve-
nientes, sin embargo, de este anilisis en gradiente éonfformam;da sé'

centran en que no son realmente lineales sino convexos, y en que la re-

solucién no es suficientemente buena. Quizés la e;egtroforésis en geles

) e

para nucleicos pudiera ser una buena alternatiya.. s
. @

e
»

-

5

Heqos encontrado més adecuédo para nuestros. prop6sitos realizar la
trangcripcién en nﬁcleosf en las mismaé'condiciones‘descritas arriba pa
ra cromatina. El micropipéteo de alfcuotas homogéneas_fesulta ﬁss facil,
lo Que no sucedia coﬁ la cromatina, la cual llega a formar a veces una "3'
especie de sustancia gelatinoéa,precipitada en el fondo de los tubos de;
transcripciép. Ello nos .obligaba a su previa homog?neizacién, 1o menos
pdsible a fin de evitar'su fraccionamiento y rotura, en un homogeneiza- .

dor. Claramente, asi se perdfan parte de las ventajas que se buscaban
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N fraccidn

Fig. 38.- Gradiente de sacarosa-formamida al 2-10% de un transcrito

de cromatina de hfgado de rata. Se transcribid cromatina
de higado de rata en un volumen de 150 u! durante 30 min
a 35%C. (ver Metodologfa). La reaccidn fué parada afadien
do SDS hasta el 1% y un volumen igual de formamida. La -

muestra total fué centrifugada en un gradlende de sacaro
sa 2-10%, formamida 85%, EDTA 2 mM y Tris-Cl H 10 mM,pH 8.

La centrifugacién se realizd a 286.000 g durante 17 horas

y 2%C, en un rotor SW 56. Las fracciones del gradiente fue
ron precipltadas con TCA 5%-plrofosfato 22 y filtradas por

filtros de fibra de vidrio y posterior recuento,con Vlqui-

do de centelleo,de 1a radiactividad.
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con la metodologfa de Pomerai Y Col. en la obtencibn.de cromatina: evi-
tar cualquier proceso que pudiera perturbar su estado, tal y como se en

contrarfa en el nficleo.

La fig. 37 muestra una respuesta lineal de la incorporacifén de UMP

frente a la concentracién de nGcleos.

La fig. 39 muestra el efecto de la'influencia de 1la oohcentracidn

3

de UTP.frfo, manteniendo fija la cantidad de H’-UTP. Obsé&rvese como el

6ptimo se sitGa en 50 pM. La caida gque se observa posteriormente podia

2+

ser debida a'la quelaci6n por el nuclebtido del Mn“", con lo que la con

centracién de este 1ibre dlsminuiria (de hecho lo que se debe hacer es

poner siempre una misma cantidad equimolar del i6n y de los nucle&tidos,

independientemente del vdlor de Mn2+

de la sintesis de las propias concentraciones de los nucleftidos.
Con el fin de tener una idea aproximada sobre la capacidad total

‘libre),asi como de la dependencia

nuclefsica de los nﬁcleos,4se procede a un experimepnto de caza, en el
que tras un breve tiempo de incubacibn se anade un alta cantidad de'pTP
frfo, reduciendo précticamente a la nada la incorporacidén del H3-UTP.
De esta manera, es poslble seguir la caida a 10 ;argo del tiempo de la
radiactividad incorporada. La fig. 39 muestrﬂital é&perimento. De &1 se
deduce que la actividad nucleésica total es del orden de un 20%. Su in—
fluencia final podria ser considerable si el tiempo de incubacibn es su-
ficientemente largo (obéérvese como a los 60', su accibn representa ya

un 45%).

s

‘Este hecho nos urge. a.extremar nuestras condiciones de control de
actividades nuclefsicas, A tal fiIn utilizamos el macaloide, substancia co

nocida como inhibidor de las nucléasas'(131) al ser un silicato adsorben-

te de estas proteinas. La tabla VI muestra que la presencia de macaloide



Fig. 39.A.- Influencia de la concentraclidén de UTP sobre la transcrip

"cion de niicleos de hfgado de rata. La reaccidn se reali-
26 a 37°C durante 60 min,

B.- Determinacién de las actividades nucledsicas en niicleos

de hfgado de rata. Tras 5 min., de Incubacién de una --

muestra de niicleos se afadié al medlo de incubacién un
exceso de UTP frio, 10 veces la concentracidn original -
en la reaccién, prolonaandose la reaccidn por 60 min mis.
La t? de 1a reaccidn fué de 37°c.

El macaloide estaba presente en ambos experimentos.



a
A
130
)
1
A | i 1 I L I
0,05 0,1 0,2 0,3 0,4 _ 0,5 0,6

UTP (M)

adiccibn de UTP frio

B
"43{_ '4’
1
15 30 60
A 1 8
]

Tiempo (minutos)



131

no afecta a la transcripcifén a tiempos cortos,en nficleos aislados.

TABLA VI

Tiempo de transcripcién

0 30 cpm netas
Sin Macaloide 1719 cpm 13259 cpm 11.540
Con Macaloide 2010 cpm 13570 cpm 11.560

El macaloide debe estar presente no s6lc en el mediode inéubacién,
sino que todas las soluciones con las que tienen contacto los nfcleos
hasta su obtenci6én, deben ser también tratadas con &l mediante su resus
pensidn por agitacién en ellas, para ser sedimentado luego y eliminado
por centrifugacidn. Presenta, no obstante, el incoveniente de provocar
la agregacidn de los nficleos. Independientemente de la utilizacibn de
‘este. inhibidor, debe trabajarse siempre en las mi&ximas condiciones de
esterilidad posible (tratamiento térmico en autoclave de las soluciones
Todavia realizamos una prueba mi8s con los nicleos, en base a la posible
influencia de una preincubacidn en la capacidad de transcripcifn poste-
rior. Y ello, por el simple hecho de gue la acetilacibn previa de las

histonas exige una incubacidn.

Realizado este experimento, comprobamos desafortuasdamente que la c
pacidad de transcripcién de nficleos previamente incubados era dristica-.
mente reducida, respecto a nficleos control que habfan permanecido en

hielo. (fig. 40).

III.B.5. Anflisis electroforético en geles de RNAs transcritos.

Con la técnica de electroforédsis en geles de acrilamida-agarosa en
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Pmoles de UMP "incorporados/unidad de A;gp de nficleos

Tiempo (minutos) ' '

2 R

Fig. 40.- Efecto de la prélnchbaclén sobre la capacidad de transcrip
' cién de nicleos de higado de rata. Sendas preparaclones de .
niicleos fueron preincubadas 60 min. a 0°C una (@), v 1a -

otra a 37°c (O), en presencia de EDTA 2 mM. A continuacidn
se transcribieron durante 90 min. a 37’0, con agitacidn,

tras ser sedimentados por centrifugaci6én del tampdn R en
el que fueron preincubados.
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condiciones desnaturalizantes (SDS , 0,3%), pretendemos un anilisis de-
tallado por tamaifios moleculares de los RNAs transcritos. Para tal fina-
lidad necesitamos, desde luego, disponer de algunos RNAs de tamanos co-
nocidos que podamos tomar de referencia. Se utilizan comGnmente los RNAs
ribosomales 28, 18 y 5S, y el 4S tRNA. Nosotros hemos aislado, siguiendo
el procedimiento descrito en Métodos, los RNAs a partir de ribosomas de
higado de rata. Vease la fig. 4, que nos muestra un gradiente en saca-
"rosa 5-20% y con SDS, en el que aparecen fraccionados los 3 RNAs carac-
teristicos. Cuando con estos RNAs se hace una electroforesis en gel, se
obtiene el perfil de absorcifn 6ptica a 260 nm que muestra la misma fig.
41, en el que aparecen claramente delimitados. Obsérvese su mucha mayor

resolucién frente al andlisis en gradiente de sacarosa.

Analizados de la misma manera los RNAs ;ranscritos y aislados a par
tir del sistema de nficleos, observémos extrafiamente una falta de corres
pondencia entre las cpm dcido precipitables de los RNAs aislados y las
distribuidas a lo largo de los geles. Es decir, en nuestros geles habia
una cantidad de cpm mucho mayor, especialmente hacia el final del gel,
avanzando con el frente de electrofor&sis. Ello nos hizo sospechar' es-
pecialmente de la fuerte contaminacién de nuestras muestras de RNAs con
H3—UTP éontaminante, no precipitable con TCA., Con el ffn de eliminar tal
interferencia, procedimos previamente a pasar la muestra de RNAsS por una
columna de Sephadex G-25 (expuesta o hervida anteriormente a un pH de
12; a fin de eliminar posibles nucleasas contaminantes). De esta mangrqf

podiamos eliminar el H3

-UTP contaminante, as!f como los nucleicos degra-
" dados y/o menores de 5.000 de P.M. La fig. 42 nos muestra una elucibn
tipica en estos casos. Los nucleicos excluidos eran precipitados de nue

vo, y utilizados para su andlisis en geles de electroforésis. La fig. 42



 Fig. 41.- Fraccionamiento de los rRMAs marcadores por Eentrlfuga

cién en qradiente y electroforesis en gel.
A.- Gradlente de sacarosa 5-20%, con SDS 0,12, de los rRNAs.
La centrifugacidn se reallzé en’un ﬂ"Gto}-, SW 27, 17 horas

a 24000 rpm, a k%c, "{" B .
B.~ Densitograma de un gel de elec‘troébresls de los rRNAs

y 1S tRNA, La electroforesis s¢ prolongé hasta que e) -

azul de bromofénol se encontraba a 2 cm del final del -

gel (vér- Metodologfa).
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Fig. 42.- An§lisis cromatografico en una'columna deSsphadex G-25,
de una muestra de RNAs transcritos en nicleos de hfga-

do de rata." -
(O:cpm precipitables por TCA; A:cpm totales).
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Fig. 43,- Andlisis electroforéti¢o en gel de una muestra de RNAs

transcritos en nlcleos de hfaado de rata, y previamen-

te excluidos en una columna de Sephadex G-25.

Los niicleos fueron transcritos a 37:C durante 30 min.
La electroforesis se prolongd hasta aue el azul de -
bromofenol estaba a 2 cm del final del gel. La mues-
tra contenia RNAs transcritos, radiactivos,y rRNAs mar

cadores (estos tltimos se siquieron por absorcidn a -
260 nm).
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o murstra el detalle de su andlisis en el gel. 0bsér§ese'qﬁe'sus tamanos
se situan principalmente entre los del 18S y 4S, de una manera parecida
a como hemos mostrado en la fig. 38 para el anflisis,en gradiente, de
RNAs éranscritos disectamente en cromatina. Sin embargo, si no hay un
interés especial en el anilisis de los transcFitos de bajo P.M. y al mis
mo tiempo queremos eliminar el 33-UTP contaminante, una manera directa
de ahorrarse la cromatograffa en Sephadex, es la de correr el gel lo su
ficiente coﬁo para que el 4S tRNA esté ya a punto de salir. De esta ma-
nera, cualquier nucleico de P.M. inferior al de 4S,incluido el H3-UTP,sg

r4 eliminado del gel.

2

?

ITI.B.6. Butirato sédico: accibn sobre la acetilacibn de histonas en

nficleos de hfigado y en hepatocitos en suspensibn.

.- Buscando lograr en nuestro sistema la mixima acetilacién fisiolégi
.ca de histonas posible, incubamos nficleos de hfgado ae rata en presen-

‘cia de Butirato Na 10 mM. Sa grédfica de la fig. 44 mue;tra la'mayor'iE
corporacién final de acetilos a distintos tiempos. Algo semejante ha
sido repo;éado posteriérmente a nuestro trabajof ;§Fubando‘cortex cere

s
bral de rata en l&minas muy delgadas (159). i

e

c°m5 un 50-70% mis eniei caso de los tratados éon“butirato Na,frente a
los controles. Insistiqemos dé nuevo aqui, en-qué este efecto es conse-
cuencia de la inhibicifn de las actividades deacetilantes. Cuando las
hiétonas de nficleos tratados se aislaban y analizaban en geles largos, -~
QUe permiten una mejor resolucibn, se obtuvieron los resultados de la

fig. 45. Se observa que el trataﬁiento con butirato determina una redis

trihucidén de acetilo en todas las histonas, con aparicién de las formas

4
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incorp

s

Pmoles de acetilo

100

50

15

Fig., bb.~

30 ' 60

Tiempo (minutos)

Influencia del butirato sédico sobre la incorporacién

de acétllos por los nicleos de hTgado de rata.Sendas

preparaciones de nicleos fueron incubadas con 'hc-acg
til Co A a 37°C, en la ausencia (O) o presencia de -
butirato Na 10 mM (@),
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Fig. US.~- Distribucién de Wic-acetilo en las histonas. extraldas

de nicleos de higado de rata, acetilados en presencia
de butirato sddico, tras anilisis electroforético en

geles largos. (Ver fig. Lh)
A.- Observense las formas multlacetiladas (1-4 acetilos)

) 'R

para las histonas H3 y HA, ; i

B.- Observense las formas multiacetllgggs dé ljfa Hb extraj
da de un cultivo de células Hela, crecidas 24 horas -
en presencia de - butlrato Na 5 mM, -

(pe "n-Butyr,at:e'causes histone modl.'"icatlor: in HelLa and -

Friend eryth;olenkaemia cells', M.G. Rigas y Col, Nature,

Vol. 268, b Aug. 1877). .
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multincetiladas de las H3 y H4. Aunque este hecho implicaba un notable P
avance para fiuestro trabajo, no habfamos conseguido, sin embargo, el

grado méximo de acetilacibébn descrito para otros sistemas en presencia

de buﬁirato Na, durahte.varias horas como minimo (vease la fig. 45 B ob
tenida de la bibliograffa para'histonas de células HeLa, crecidas en pre
sencla de este fcido graso). Este hecho, unido a la necesidad de prote-

ger el nGicleo durante’la acetilacibn, de manera que llegara en condicio

nes &Sptimas a la transcripcifn (recuérdese la discusibn’ centrada en tor

no a la fig. 30), nos aconsejaban derivar hacia un sistema celular. Con

c8lulas serfa m&s de esperar que se obviaran los incovenientes apuntados.

. # .
" Por lo dicho, procedimos a estudiar el efecto del butirato Na sobre.

una suspensibén de hepatocitos de rata, ‘aislados a ﬁartir de higaéo de

rata perfundido (veasé Métodos). Al ﬁedio de incubacifn se afadfa H3—acg
tato, que mediante pase previo en é; sistema metabblipo de la cé&lula a ¥
acetil-CoA, nos permitirfa estudiar su incorporaéiéh'a‘}as histonas. Pue
‘"de observarse en L§ fig. 46 el efecto inesperado del butirato ﬁa, en c2
ya presencia la in;orporaciéh fotal dé acetilos a las histonas parece
ser menor due para las cé&lulas no tratadas. §§F§/§§;h° podig tener va-
rias explicaciones. Nosotros creemos que se tf&ta:ién realidad, de un -
efecto téxico sobre el hepatocito por éarte del butirato Na, alterando _
la maquinaria metabélicaAcelulér. Por otro lado, el estudio de la viabi
lidad de las células asi incubadas por exclusién del Tripan azul (que
solo tifie la célula muerta), mostraba que aquella cafa ripidamente a lo_
largo del tiempo, de manera que a las cuatro horas se podia considerar
de <50%. obViamente,_esﬁos hechos no favorecerfan 'su adopcién como el

sistgma ideal. '
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Fig. 46.- Influencia del butirato sddico sohre la incorporacién

de acetilos, en las histonas, por hepatocitos de rata.

Sendas preparaciones de hepatocitos fueron incubadas

con 3H-acetato a 37°C (ver Metodoloafa), en 1a ausen-
cia (O) o presencla de butirato Na 10 mM (@). La ra-
diactividad fué medida en los extractos sulfiricos --

0,4 N de los hepatocitos.
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III.C.1. Células HeLa: histonas hiperacetiladas. . ‘ ’

Definitivamente, solo nos gquedaba la posibilidad de probar con un

cultiyo celular. Escogimos el de las células HeLa en monocapa, que era
en el que primero s’ habfa descrito (87) el alto grado de hiperacetila
cién de histonas,logrado en presencia de 5 mM.butirato s6dico en el
medio de cultivo durante veinte horas. Cuando las histonas extrafdas de
estas células as{ tratadas se analizaban en geles de electroforésis, pu
dimos observar por f£in,la aparicién del perfil tipico de formas multiace
tiladas de la H4 que se habia descrito para estos casos. Vease la fig.
47 y compﬁrese con el descrito en la bibliograffa, el de la fig. 45 B.

13 . N |

III.C.2. An&lisis de RNAs transcritos en células HeLa.

Antes de continuar adelante, se comprobdé la capacidad.de funciona-
miento de nuestro sistema-celular y la validez de nuestros métodos de *
extraccién y anilisis de nucleicos. A tal efecto, procedimos a dar u-

3

'pulso de H -uridina de 30' a un cultivo de c&lulas Hela.

Aislados los RNAs y analizados en un gel de acxilamida-agarosa. al
2,43, el tiempo suficiente para gue solo apatécierén los RNAs de mayor
tamano que el 18 S, se obtuvo 1a gr&fica de 1; fig. 48 A. Cuando se frac
cionb el gel en rodajas, se comprobd que la radiactividad se situaba en
las primeras fracciones.inllo daba a entender, como era de esperar, que
la radiactividad estaba todavia incorporada ‘en los precursores de los
RNAs, pero no nos proporcionaﬁa m&s informacién por no haber penetrado
suficientemente en el gel. Por ello, se prepard u? nuevo gel de una con

centracién de acrilamidé menor, 1,7%. Obsé&rvese en la gr&fica correspon

diente de la misma figufa 48 B, como se distribuye la radiactividad de ‘
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Absorcién a 600 nm
i

Ha

\

Movilidad

Fig. 47.- Denslitograma de un gel con histonas extraidas de células

Hela, cultlvadas en presencla de butirato sddico.




Fig. U8.- Distribucién de 3H-urﬂllna en los RNAs transcritos

extraldos de células Hela, tras anSlisls electrofo
rético en geles (ver el texto)i{{i 23,

.
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i

precursores mayores que el 28 S..Mediante un plot semiioéa:ltmico, re- +
'presentado;ei logaritmo del tamafio molecular o de las unidades S, en
funcién de la distancia recorrida en el gel, se obtiene aiempre una rec¢
ta coﬁ la cual se puede identificar el tamafio molecular de cualquier pi

co. Pero obviamente, este no era nuestro interés primario.

III.C.3. Transcripcién de nficleos.

Siguiendo el procedimiento de Busiello y Di Giromalo para la obten
ci16n de nficleos a partir de células,mediante simple choque hipoosmético,
pudimos caracterizar el sistema endb6geno de transcripcibn en los nficleos

3

procedentes de células HeLa en cultivo. ) ' !

Decidimos ya aquf utilizar la temperatura de 26°C, que es a la que
las actividédes nuclefsicas son menés activas. La fig. 49 muestra las
respuestas de los nficleos ‘aislados de células,'qultivadas en la presencia
y ausencia de butirato Na, frente w: loc inhibidore; de .la traqscripci6n-

‘u-amanitina (que inhibe la RNA polimgrasa II a concentraciones <5 ué/ml),
y'actinomiqina D (inhibidor a bajas concentracioneﬁ de la RNA polimerasa
I, pero de toda la ac£ividad transcripcionak;@'i;géyﬁs altas) (160). Sor
prenée, en principig, que no sea mayor el porgentgie de ihhibicién lo;
gradé con actinomicina D'a la goncenttaéién'indicada. Quizés, parte _
de la explicacibén resida.en la sintesis de una familia de pequefios RNAs
en células Hela, cuya sfntesis s61o se anula a una concentracifn alta de
actinomicina D (161), ast éomojén;i; espécificidad de la transcripcién,
due desconocemos para nuestro sistema de nficleos.

1

ITI.C.4. Efectos de la acetilacién de histonas sobre la transcripcién

en nfcleos: r&bngacién.




Fig. b9.- Efecto de Ya a-amanitina y actinomicina D sobre la trans

cripcidon de nicleos aislados de células Hela, cultlivadas

en ta ausencia o presencia de butirato sédico. La concen

tracién del butirato Na en el cultivo correspdndiente(®)
fué de 7 mM durante 24 horas. La transcripcidn se realizd
a 26%C. La concentracidn de los inhibidores fué de 3,5 na/
m1.{O): sin butirato Ma,
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Si nuestro objetivo era acercarnos a vislumbrar el efecto "directo'
de la acetilacidén de histonas sobre la transcripcibén, en la cromatina
de nficleos aislados de células crecidas en presencia de hutirato Na,

ahora est8bamos ya en condiciones de intentarlo.

¢Cull podria ser el efecto de la hiperacetilacién de histonas logr
do de esta manera?. El problema se empezaba planteando al nivel mé&s sen
cillo, el de las velocidades totales de transcripcibn. Con la finalidad
de comprobar si habia alguna diferencia a tal nivel, procedimos a trang
cribir nlcleos a distintas concentraciones y tiempos relativamente lar-
gos. La fig. 50 muestra que no parece haber unas diferencias claramente
significativas, y si acaso, los nficleos hiperacetilados muestran una me

nor capacidad total de transcripcién.

Otra posibilidad, radica en acercarse mis al nivel de iniciacién.
Cuando se hace el mismo tipo de experimento a tiempos cortos, podrfa se
posible encontrar diferencias en las velocidades inicialc. de transcri
cidén. A 37°C, la incorporacidn seria mayor que la habitual de 26°C. La
fig. 50 muestra que podria existir tal posibilidad, aungque curiosament

a favor de los nficleos no hiperacetilados.

_Un estudio cuidadoso de las situaciones expuestas, exige un anili

sis en detalle de los RNAs transcritos.

La fig. 51 muestra el perfil de los RNAs transcritos. En ambos ca .
sos difiere y de tal manera, gque-parece haber un predominio para los n
cleos hiperacetilados,de RNAs de menor'peso molecular que para los con
trolés. Comparense los cocientes de las relaciones de cpm entre ambos

casos.



a

Flg. 50 A,- Transcripcién de niicleos aislados de células Hela, cre

cidas en la ausencia o presencia de butirato sédico, -

7 ﬁM, 24 horas. Los nicleos fueron utilizados en distin
tas concentraciones y.tiempos de transcripcidn, a 26%C.
B.- Medida de las velocidades lnlclalds‘dﬁ/tréhscrlpcién.-
La transcripcidn fué reallzada aAggit, Jﬁ?hnte los tiegl
pos cortos que se indican.-
(+ But. Na: @ ; - But. Na: O ).
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Fig. 51.~ Perfil de distribucién por tamafios moleculares de los RNAs

transcritos en niicleos procedentes de células Hela, creci-

das en la ausencia o presencia de butirato sédico. Las cé-

lulas Hela fueron crecidas 2B horas en presencia de butira
to Na 7 mM. La transcripcidn se reallzé,a’!GfF durante L0
"min. Las muestras depositadas sobre ééaa gpfxcontenian las
cpm preclpitables cofresnondtpntes a fé mlsﬁé cantl&ad de -
DNA nuclear. ia representacion se ha hecho en ambos casos -
(+ but. Na:.---; - but. Na —— ) representando el tanto por

ciento de cada fraccién con respecto a las cpm totales.
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I11.C.5. Iniciacidn.

Ya que la iniciacifn de la sintesis de RNA es probablemente una eta
pa critica en el c¢ontrol de la expresibn génica, su estudio detallado
es de una importancfa considerable. Sin embargo, ha estado limitado por
la falta de una metodologfa sensible.

La incorporacibn de (7-32P) o (B—3ZP) ribonucle6tidos en RNA inicia

do, resulta en la incorporacidn de solo un Stomo 32

P por cada cadena ini
ciada, con lo cual solo es posible detectar la iniciacién de RNA de ba-
jo P.M. (162). Se ha §escrito recientemente (134), un método cromatogrd
fico de afinidad para iniciacidén de RNA, el cual pexmite el aislam%ento
de RNA iniciado conteniendo marcaje radiactivo a lo largo de toda la loé
gitud de los transcritos. El método .utiliza anflogos de lés nucledsidos
trifosfatos; conteniendo un sulfurg sobre el fosfato gamma. Ya que la
formacién del puente fosfodiester requiere la eliminacién de los fosfa-
tos B- Yy y- de los nuclebtidos precursores, 1a‘;nqorpoﬁa¢i6n de un nu-
.cleésido de purind 5'(y-S) trifosfato en RNA, resulta en la retencidén
del sulfuro solamente en el extremo 5' de los transpritos qué iniciaron
con esa purina especifica. Estos transcritosﬂt;;tgﬁiendo sulfuro pueden
unirse entonces selectivamente a una columna de afinidad de agarosa-méE
curio.

Al hacer uso por 1b:tanto, junto a CTP y HB—UTP,_de los nuclebtidos

iniciadores de la transéripcién HS-y-ATP y HS-y-GTP, era posible aislar
los RNAs iniciados y separarlos de los unicamente elongados mediante una
cromatografia en columna de agarosa-Hg. La fig. 52 muestra el resultado

de tal experimento. La adiccidn de DTE 10 mM sefiala el momento en que



Fig. 52.~ Andlisis cromatogrdafico en columna de agarosa-Hq, de los
RNAs infciados con HS=Y-ATP y HS~ y-GTP en la transcrip-

cidén de nidcleos de células Heta, crecidas en la ausencia

o presencia de butlratb sédico. Las células Hela fueron

crecidas 2L horas en presencia de butirato Ma 7 mM, La -
transcripcién se realizé a 26%¢ durante L5 min. { + but.
Na: @ ; ~ but. Na: O )
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los RNAs iniciados, y por consiguiente, supuestamente retenidos en la
columna por afinidad con los iones ng+, empiezan a ser eluidos. La cuan
tificacidén de los resultados atribuye unos porcentajes de RNAs inicia-
dos de 29% y 21% para los nficleos controles e hiperacetilados respecti-

vamente, segfin se muestra en la tabla:

TABLA VII
cpm
~Butirato Na +Butirato Na
Fracciones (1-28) eluidas sin DTE 4023 6700
Fracciones (29-54) eluidas con DTE 1623 1780
% RNAs iniciados 29 21

Los valores, que no est&n alejados de los descritos (134), son muy
semejantes también entre si, y en todo caso hablan en favor de una me-
nor capacidad de iniciacién para la cromatina de los nficleos hiperace-

tilados.

I11.C.6. Consideraciones finales: Regulacidn especifica.-

Los resultados obtenidos sugieren en principio que no hay, o no se
muestra en nuestro sistema de nficleos, una relacidn directa eatre aceti
lacibén de histonas y transcripcién. De hecho con sistemas de reconstitu
cibén con el DNA del SV 40, no se ha encontrado - - (163). 20r otro
lado, existe el hecho de que no se sabe biéﬁ como el butirato Na afecta
la dinfmica ceiular; es decir, si influye sobre otras actividades enzi-
mética§ ademds de las deacetilantes de histonas. De hecho, 1a natura%eza

no competitiva de su inhibicibén y la falta de especificidad segfin la lon

gitud de la cadena del &cido graso (pues otros tambié&n inhibenr las acti
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vidades deacetilantes aunque menos {112), sugieren que el n-butirato po *
drfa ser un’ detergente inhibidor de alta afinidad para estas enzimas,
Ello nos pone en guardia contra la interpretacifén de los cambios produ- '
cidoé en las células tratadas con butirato, como debidos a la hiperace-

tilacién de histonas que provoca.

Es m&s, el an8lisis de las proteinas procedentes de c€lulas de he-
patoma de rata crecidas con butirato, muestra muy pocas diferencias con

respecto a los controles (164).

Por otro lado, estd adquiriendo gran ‘mportancia la supuesta parti
cipacibn de las 11amadas proteinas no hist6nicas HMG en la estructura-
cibén, al menos,de las zonas transcribibles de la cromatina (165). ! po-
siblemente, no solo a un mero nivel estructural, sino funcional, ya que
se ha comprobado recientemente en los genes para la globina de eritroci
tos de embri&n de pollo, ‘que son ellas las que confieren la sensibilidad‘ |
a la DNAasa:I ¢~ las zonas de la cromatina en que.se encuentrgn estos

genes.

Finalmente, no podemos dejar de menc1onar el hecho tan 1mportante
de que hay una heterogeneidad acusada en la/aCCegfbilidad de los distin
tos nucleosomas, dentro de 1la célula, a 1a acetiltransferasa de las his

tonas (112).

Parece, pues, que'ia acetilacién de histonas por si mismo no es su
ficiente, aunque podria ser necesario, para inducir la actividad génica.
M&s afn, téndria efecto sobre zonas muy especificas de la cromatina (no
tendrfa porque esperarse un incremento enorme en la transcripcién de to
dos los genes tras la hiperacetilacién por el butirato, porque ello su-

ponéria seguramente la desorganizacién y el caos celular). Es decir, que
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Conclusiones.~

1.-

Se ha desarrollado una metodologia original para el estudio de las
interacciones DNA-protefnas, basada en la deteccifn microfluoromé-
trica del DNA retenido en filtros de celulosa tras reaccionar con

DABA.

El estudio de los factores ambientales de la interaccién DNA-protef
na ha mostrado su dependencia de los siguientes factores:

- Tiempo

~ Temperatura

- Fuerza ibnica

La influencia del tiempo y temperatura sobre la interaccidén se
justifica, con ciertos DNAs, por la presencia de actividades proteo
liticas en los mismos. Estas actividades protecliticas, no detecta-
bles convencionalmente, son susceptibles de inhibicifn por PMSF 1-2
mM y extraccién por lavadb con ClNa 2,5 M. La presencia de proteasas

no es, sin embargo, explicacién suficiente en todos los casos.

El ClNa, a 0,15 M, se .ha m~strado como la concentracibén minima
necesaria para revertir una curva de interaccién con forma sigmoidal
a una hiperbdlica, posiblemente por un efecto de estructuracidn de
los ligandos. Concentraciones altas, disminuyen la retencién de DNA
por protefna en filtro, seguramente por un efecto de neutralizacibn

de las cargas electrostiticas en ambos ligandos.

El estudio de la influencia de la estructura de los ligandos,en la
interaccién DNA-histonas,ha mostrado las siguientes dependencias:

A/ Para el DNA:
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- del+grado de desnaturalizacibn, con curvas més sigmoidales al
se; mayor este.
- de su estado en banda sencilla, con curva sigmoidal, o en banp
da doble, cbn curva hiperb&lica. El ClNa a concentracién 0,15 M

revierte la curva sigmoidal a hiperb§lica.

B/ Para las histonas:

- del tipo de histona, con curvas sigmoidales (H1l), o bif&sicas
(H4), o hiperb6licas simples (resto de histonaé). El ClNa re-
vierte las curvas sigmoidales a hiperbblicas.

- de modificaciones quimicas, acetilacibn, con una afinidad me-
nor por el DNA frente a las histonas nativéé. Histonas acelilg ‘
das quimicamente, en aproximadamente un 35% de sus grupos ami

nos :susceptibles, muestran a 0,5 M ClNa las mayores diferencias

en afinidad por el DNA réspecto a las nativas.

Las curvas de interaccibén sigmoidal deben responder a un mecanismo
cooperativo y dinémico, con posibilidad de cambio en los sitios de

unién de. las histonas al DNA. Las curvas Rifdsicas sugieren la exis

TR
tencia de dos sitios de unién distintos. ’f; e

Es posible utilizar el sistema de nbGcleos de células, para el estu-

dio de las actividades enzimdticas endSgenas de acetilacibn y trang
cripcién. El butirato s6dico se ha mostrado como uh{agente capaz de
iogra; una hiperacetilacién de histonas, directamente sobre nflicleos

o sobre células.
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