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ABREVIATURAS usadas en el texto.

PCNH: Proteinas Cromosomales no-histonas

HMG: de "High mobility group"” proteinas con elevada movilidad
electroforética.

LMG: de "Low mobility group"” proteinas con baja movilidad.
pb: pares de bases.

PMSF: p-metil-sulfonil-fluoruro.

PTH-aa.: fenil-tiohidantoina de un aminodcido.

PITC: fenilisotiocianato.

ATZ-aa.: anilinotiazolinona derivado de un amino&cido.
PTC-péptido: feniltiocarbamil derivado de un péptido.

PCA: &cido perclérico.

CD: dicroismo circular.

UV: ultravioleta.

SDS : dodecil sulfato sddico.






1. INTRODUCCION



1.- INTRODUCCION .

La informacién genética de todos loé organismos se encuentra en
el DNA celular, idéntico para todas las células del organismo, pero es
te no existe libre en el nficleo de las cé&lulas. En los organismos eu-
caribticos, el material genético 'se presenta formando un complejo de
varias especies moleculares, para dar una estructura de orden superior

conocida como cromatina.

Para conocer la funcién de la cromatina, términoc solo posible de
definir con un criterio operativo (Van Holde, 1975) es necesario cono-
cer su estructura y composicidn. Esta estructura ha de considerarse no
como algo estdtico sino que ha de estudiarse desde un punto de vista
totalmente integrado con su funcién bioldgica. En el estudio del mate-
rial genético ha de encontrarse la explicacién de todos los procesos y

mecanismos de control de la expresidn genética.

La cromatina se encuentra localizada en el nficleo, claramente di-
ferenciado, durante la interfase del ciclo celular, momento en gue el
DNA se transcribe para dar m-RNA. Las distintas especies moleculares
que la componen (DNA, RNA, proteinas bdsicas y proteinas neutras o
4cidas) varfan en proporcién seglin la fase del ciclo celular, de un mo
do posiblemente relacionado con su actividad. Sin embargo, la relacidn

DNA/proteinas bisicas (histonas) permanece constante (Johns, 1971).

1.1. Histonas

De los distintos componentes, que forman parte de la cromatina,

las histonas son las proteinas bdsicas que se encuentran asonciadas al



DNA en una proporcidn cuantitativamente similar. Es diffcil dar una de
finicidn de histonas con criterios funcionales, pues en alg(n caso (H1)

esta funcidén no estid claramente determinada.

Las histonas mejor conocidas son las de timo de ternera, por la
facilidad de aislamiento de su cromatina, y han sido plenamente frac-
cionadas e identificadas tanto mediante métodos de extraccidn selecti-
va y precipitacidn fraccionada (Johns, 1964; 1967) como mediante la uti

lizacidén de técnicas cromatogrificas (Fambrough y Bonner, 1966; 1968).

Las histonas se han clasificado fundamentalmente por criterios ope
rativos (Johns, 1971) y de composicidn de amino&cidos. Existen 5 frac-
ciones principales: la Hl, muy rica en Lisina, H2B, moderamente rica
en Lisina, dos ricas en arginina, H3 y H4, y la H2A con una relacién
Lys/Arg prdxima a la unidad. También han sido clasificadas utilizando
la proporcidn de otros aminodcidos o segin las caracteristicas de su
medioc de extraccidn selectiva. Las histonas se han encontrado en todos
los organismos eucaridticos investigados hasta la fecha (Isenberg, 1979),
con la excepcidn de la Hl que no se ha podido encontrar en algunos eu-

cariontes inferiores (Franco y col., 1974; Franco y L&pez Brana, 1978).

Adem&s de las cinco histonas citadas existen algunas histonas es-
pecificas, propias de algGn organismo o tejido. Por ejemplo la histona
HS, presente en eritrocitos nucleados en los que sustituye parcialmen-
te a la histona H1 (Neelin y col., 1964; Edwards y Hnilica, 1968) o la
histona(Fl, que también sustituye a la H1 en el esperma de algunos in-

vertebrados marinos (Puigdoménech y col., 1975).

El estudio estructural de las histonas ha conducido a algunas con

clusinnes de gran interé&s. Se han realizado abundantes estudios sobre



la estructura primaria de las histonas y se ha consequido establecer
las secuencias completas de 4 fracciones de timo de ternera (excepto
H1) (Bonner y col., 1969; Ogawa y col., 1969; Iwai y col., 1970; De-
Lange y col, 1969 y 1972; Yeoman y col, 1972; Sautiere y col, 1972} ast

como en otros muchos organismos.

El andlisis de la secuencia de cada una de las fracciones de his-
tona revela una notable asimetria secuencial en la distribuci&n de los
amino&cidos. La mayorfa de los residuos bdsicos y otros residuos ines-
tabilizadores de la a-hélice se encuentran, en las histonas H2A, H2B,
H3 y H4, en el tercio amino-terminal de la molécula (Johnson y col.,
1974; DeLange y col., 1971) mientras que la regidn carboxilo-terminal
contiene la mayoria de los residuos hidrofébicos. Este hecho hace que,
en condiciones fisioldgicas, las histonas citadas presenten dos domi-
nios estructurales claramente diferenciados: un extremo flexible, inca
paz de plegarse, con conformacién estadistica, que corresponde a la re
gién N-terminal y uné zona mds rigida, formada por el resto de la molé
cula con posibilidad de presentar una estructura terciaria globular

(Edwards y Shooter, 1970; Chapman y col., 1976; Sautierey col., 1975).

La estructura de las histonas Hl y HS presenta diferencias con es
fe modelo. La histona H1l consta de tres dominios estructurales, conte-
niendo en su extremo C-terminal unos 80 residuos de los cuales el 90%
son lisina,alanina y prolina (Cole, 1977) ocupando la zona globular una
posicién central en la molé&cula (Hartman y col., 1977) y presentando
dos extremos flexibles en conformacibén estadfstica (Jhonson y col.,
1974). La histona HS5 también contiene una zona globular pero situada

en la zona N-terminal de la molécula (Crane-Robinson y col., 1977).



El estudio comparado de las secuencias de las histonas ha revela-
do tambié&n que se trata de proteinas muy conservativas aunque no todas
en el mismo grado. Actualmente se prefiere hablar con mds precisidn de
‘la conservatividad de cada dominio por separado (Isenberg, 1979). Asf{
las histonas H3 y H4 de timo de ternera solo difieren en 2 y 4 residuos
respectivamente de su hom6loga de guisante (DelLange y col., 1969: Patthy
y col., 1973). Se trata pues de dos protefnas extremadamente conserva-
tivas en sus dos dominios, carboxilo y amino terminal. Esto hace pre-
guntarse la importancia que ha de tener la totalidad de la estructura
en la funcionalidad de estas histonas. La razén es ficilmente compren-
sible en el aaso de la mitad carboxilo terminal que, como se veri, es
la responsable de la interaccidn histona-histona y esta debe ser la
causa responsable de la presién evolutiva que ha determinado su conser
vacién. No esta tan clara, sin embargo, la causa de la presidén evoluti
va responsable del mantenimiento de la secuencia del extremo que presen

ta conformacidn estadistica (N-terminal).

La histona H2B es, en cambio, un hibrido evolutivo en el que se
ha conservado la secuencia de la parte globular variando ampliamente
el resto (Hayashi y col., 1977) y algo anilogo ocurre con la histona
Hl, quizd la menos conservativa de las histonas (Kinkade y col.,1966;
Bustin y Cole, 1969; Rall y Cole, 1971) pero que sin embargo es muy
conservativa en su zona globular que en la Hl ocupa la posicién central

de la molécula (Jones y col., 1974).

Las histonas pueden presentarse en m8s de una variante, diferen-
cidndose los distintos subtipos generalmente por el cambio en la secuen

cia de unos pocos aminodcidos.



Este fendmeno fué inicialmente descrito con la Hl1 que muestra sug-
fracciones distintas incluso de tejido a tejido de un mismo organismo
(Kinkade y Cole, 1966; Bustin y Cole, 1969). La utilizacibén de té&cni-
cas de alta resolucidn tales como electroforésis en geles con triton
{Zweidler y Colon, 1972) ha mostrado la existencia de subfracciones no '

solo para la Hl sino tambi&n para H2A, H2B y H3.

Se ha sugerido que la presencia de los diferentes subtipos de his
tona podria estar relacionada con la remodelacién de la cromatina que
ocurre durante el desarrollo de nuevos tipos de cé&lulas (Newroch y col.
1978; Weintraub y col.l1978). La variacién en la histona podria provocar
cambios estructurales en la cromatina que estarfan relacionados con la

regulacién de los genes gque han de ser expresados.

La mayorfia de los cambios descritos tienen lugar en la zona globu
lar y especialmente en regiones que tienen abundancia de residuos &ci-
dos y que deben encontrarse en la regién superficial de la zona globu-
lar de la proteina siendo responsables de variaciones en la interaccién

histona-histona (Franklin y Zweidler, 1977).

Las histonas pueden ademids ser modificadas quimicamente después
de su sintesis, modificacidn que tiene lugar en el citoplasma (Liew y

col., 1970).

Se conocen cinco tipos de modificaciones postsintéticas: acetila
cién, metilacidn, fosforilacidn, poli-(ADP)-ribosilacién y la formacién

de la proteina A-24.

La acetilacidn suele ocurrir en las Lisinas del extremo aminoter-
minal de las histonas. Los lugares de acetilacidn son conservativos y

la presencia de e-N-acetil-Lisina parece estar relacionada con las re-



giones activas del genoma (Dixon y col., 1975; Allfrey, 1977). En cam-
bio la fosforilacidn especifica de restos de serina y treonina parece
ocurrir, en algunos casos, durante la fase S del ciclo celular y podria
ser un desencadenante para la mitosis (Bradbury y col., 1974);: también
se ha sugerido que los diferentes niveles de organizacidén de la croma-
tina podrfan estar asociados con distintos tipos de fosforilacidén (Gur

ley y col., 1978).

Relacionado con la modificacién covalente se halla la oxidacibn de
la histona H3 (DelLange y Smith, 1975). Esta histona posee, en timo,
dos cisteinas, en posiciones 96 y 110. La Gltima parece ser accesible
y podria conducir por oxidacién a dimeros de histona a través de un
puente disulfuro, dimeros que, "in vivo", solo aparecen en metafase.

Las histonas interaccionan entre si formando complejos tanto "in
vitro" como "in vivo". Estas interacciones se han estudiado por métodos
de entrecruzamiento (Thomas y Kornberg, 1974; Celis y col., 1976) y por
reconstitucidn de complejos a partir de histonas aisladas (Isenberg,
1979). Las conclusiones de estos estudios sugieren la existencia en la
cromatina de un octdmero de histonas constituido pbr un tetrimero de

H3 y H4 y dos dimeros H2A-H2B. Las histonas forman complejo entre si
cuando se encuentran en estado nativo, no desnaturalizado, y son las
regiones carboxilo-terminales, hidréfobas, las primariamente responsa-
bles de la interaccidn histona-histona segiin se deduce de estudios de
RMN . (Moss y col., 1976; Bohm y col., 1977), guedando libres las regio-

nes amino terminales que serian las responsables de la interaccidn con

el DNA.

El conjunto de interacciones histona-histona y las intensidades



relativas de las diferentes interacciones resulta ser de las mismas ca
racteristicas en todos los casos estudiados (D'Anna e Isenberg, 1974:
Spiker e Isenberg, 1977; Mardian e Isenberg, 1978; Glover y Gorovsky,

1978) resultando ser muy conservativo, incluso en el caso de que los

complejos se realicen entre histonas de organismos diferentes (Spiker

e Isenberg, 1977). La conservatividad existe no solo en cuanto al esque
ma de interaccidn sino que incluso las propias superficies de interae-
cidén de las moléculas de histona parecen haber sido altamente conserva

das en la evolucién.

La conservatividad de las interacciones entre histonas ha permiti
do utilizar estas interacciones como criterio para la caracterizacibn
de las diferentes fracciones de histona en cualquier material biolbgi-
cé.utilizado, junto con criterios de estructura 12 y otros especiales

en algln caso (Isenberg, 1979).

Este criterio resulta especialmente Gtil para unas proteinas como
las histonas que no permiten una caracterizacidn inmediata y univoca,

basada en criterios funcionales.

1.2.- Proteinas cromosomales no histonas.

El resto de las protefinas presentes en la cromatina ademis de las
histonas se definen por exclusién de estas. Serd pues un grupo muy he-
terogéneo con funciones muy dispares, comprendiendo enzimas (nucleasas,
DNA polimerasa, etc...), proteinas estructurales e incluso algunas
que no son propiamente proteinas cromosomales, pero que pueden contami
nar la cromatina cémo consecuencia bien del proceso de extraccifn o bien

porque estén asociadas al RNA de alto peso molecular que se estd trans



cribiendo (Penderson, 1974).

Su importancia surge del hecho de que las histonas no pueden, por
su constancia y poca heterogeneidad, estar implicadas en los procesos
de regulacién especifica de la expresidn genética (Hnilica, 1972). Por
el contrario las proteinas cromosomales no histonas son tremendamente

heterogéneas y variables.

A pesar de este problema este grupo recibe cada dia mayor atencién,
pues algunas PCNH parece que estimulan la transcripcién por RNA polime
rasa de un DNA aislado o de cromatina (Stein y col., 1974; Spelsberq y
col., 1973; Kostraba y Wang, 1973; Stein y col., 1976; James y col.,
1977; Bekhor y Samal, 1977; Johns y col., 1975) y se ha sugerido tam-
bi&n que estas protefnas juegan unupapel importante en la requlacidn
de la expresidn genética (Paul y col., 1973; Yabuki y Iwai, 1977; Kos

traba y col., 1977).

Otra funcidn en la que se ha sugerido que pedrian intervenir es-
tas proteinas, seria en el mantenimiento de la estructura de la croma-
tina (Goodwin y col., 1977; Chan y Liew, 1977; Staron y col., 1977) y

de los cromosomas en metafase (Kenneth y col., 1977).

No existe un criterio quimico apropiado para definir al conjunto
de estas proteinas ya que presentan gran variabilidad de peso molecular
y composicidn de aminoicidos {(Lesturgeon y Rusk, 1973). El panorama se
ha aclarado un poco con la aparicifén de técnicas como la electroforésis
bidimensional (Peterson y McConkey, 1976) gque ha permitido comprobar
que las variaciones entre tejidos e incluso las interespecificas no son
tantas como se habia supuesto en principio y también son menos trascen

dentes los cambios a lo largo del desarrollo (Wu y col., 1975).
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Un grupo de PCNH que es objeto de intenso estudio es el de aque-
llas que se extraen conjuntamente con las histonas por extraccién sali .
na, o junto con la histona Hl por extraccién con dcido perclérico al
5% (Johns y Forrester, 1969). Su fraccionamiento por precipitacién con
dcido Tricloroac&tico da lugar a dos grupos de proteinas: Las LMG y

las HMG cuyo nombre deriva de su movilidad electroforética.

Las HMG , que se caracterizan por su alta movilidad elec-
troforética y por contener elevadas proporciones de aminoidcidos bisicos
y 8cidos (Goodwin y col., 1978), estin presentes en otros organismos
(Watson y col., 1977; Franco y col., 1977, 1979) y se ha estudiado su
secuencia en algunos casos (Walker y col., 1976, 1977, 1978) y su con-
formacién (Sanders, 1977: Lary y col., 1976) aunque el conocimiento que

de ellas se tiene aun no es satisfactorio.

1.3.- Estructura de la cromatina.

El estudio de la estructura de la cromatina se afronté de un modo
secuencial por técnicas fisicas y bioquimicas que llevaron a la adop-

cidén de un modelo de cromatina discontinua y vepetitiva.

Los estudios de difraccién de rayos X (Richards y Pardon, 1970;
Pardon y col., 1967; Garret, 1971) condujeron a un modelo de superheli
ce continua de DNA mantenida por su interaccibn con las histonas. La H1
no parecfa fundamental para el mantenimiento de la estructura segfin se
deducia de las imdgenes de difraccifén, apenas alteradas, de cromatina
con la Hl eliminada selectivamente. Este modelo, universalmente acepta
do, se superd a partir de los datos ofrecidos por la microscopia elec-

trénica (Olins y Olins, 1973) que encontraron para la cromatina una dis
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o
posicién andloga a las cuentas de un collar, de B0 A de didmetro, a

cada una de las cuales denominaron cuerpos V.

Este modelo de organizacidén discontinua de la cromatina tuvo un
fuerte apoyo en el hecho de que el DNA de la cromatina mostraba una pe
riocidad estructural en la digestidn con nucleasas. (Hewish y Burgoyne,
1973; van Holde y col., 1974; Honda y col., 1974; Sollner-Webb y Felsen
feld, 1975). En todos los casos y con distintas nucleasas el DNA extrai
do del digerido presentaba una distribucién, no continua sino discre-
ta, de fragmentos miltiplos de 200 pares de bases. Esta cromatina dige
rida con nucleasas durante distintos tiempos mostraba en microscopila
electrénica unas particulas andlogas a las que se visualizan en la cro

matina intacta (Van Holde y col., 1974).

Actualmente se acepta para estas subunidades bAsicas de la croma-
tina el nombre de nucleosomas (Oudet y col., 1975). El1 tamano del DNA
asociado a los nucleosomas depende del tiempo de digestién lleg&ndose
a un tamano limite de 140 p.b. (Sollner -Webb y Felsenfeld, 1975; Shaw
y col., 1976; Noll, 1976) cuando se ha digerido un 50% del DNA de la

cromatina.

Si bien estos estudios se hicieron en cromatina de timo, se ha de
mostado la existencia de estos monomeros o nucleosomas en todos los or
ganismos eucaridticos (Sares y col., 1976; Schmidt, 1977; Reeves, 1976;
Phillips y Gigot, 1977; Cheah y Osborne, 1977) asi como en todo tipo
de células somiticas de organismos pluricelulares. El tamafio del nucleo
soma limite es constante por digestidn prolongada (140 pb) no asi el
obtenido a tiempos cortos que parece dependeL de la presencia o abun-
dancia relativa de las histonas ricas en lisina (Morris 1976; Noll,

1976). Por ejemplo, en Saccharomyces cerevisiae, que carece de H1l
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(Franco y col., 1974) el tamafio es de unos 155 pares de bases (Lohr y

Van Holde, 1975).

Esta estructura nucleosomal existé en la cromatina independiente-
mente del estado en que esta se presenta (Bosloch y col., 1976; Howze
y col., 1976; Levy-Wilson y Dixon, 1979; Neeves y Jones, 1976; Gaubatz
y col., 1979).y su aparicién esti intimamente ligada a la presencia de
las cuatro histonas H2A, H2B, H3 y H4 y no a la de H1l que solo variaria
la longitud del DNA internucleosomal. Los nucleosomas no aparecen cuan
do se sustituyen las histonas por protaminas o polilisina (Honda y col.

1974; Doenecke, 1977).

Organizacidén del nucleosoma,.

El nucledsoma consta pues de alrededor de 200 pares de bases de
DNA a los que se une un octamero de las histonas H2A, H2B, H3 y H4.
También, de modo algo distinto, una molécula de Hl estd asociada al
nucleosoma. El nucleosoma limite estable posee solo el octémero de his
tonas y 140 pb de DNA (Sollner-Webb y Felsenfeld, 1975; Shaw y col.,
1976) la longitud variable en el nucleosoma corresponderd pues a las

regiones internucleosomales.

Los estudios fisicos de dispersidn de neutrones demostraron que
el DNA se encuentra en el exterior del nucleosoma limite (Baldwin y
col., 1975) y sugirieron una forma de elipsoide de revolucién para el
nucleosoma, con un eje mayor de unos 100 g y el menor de S50 ; (Pardon

y col., 1977;: Richards y col., 1977; Cary y col., 1978}.

Estos datos se vieron confirmados mediante estudios de difraccidn

de rayos ¥ que muestran que el nucleosoma es un disco de 110 A de Adi4-
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o
metro y 57 A de altura pudiéndose asegurar que el DNA estd localizado
en la periferia (Felsenfeld, 1979; Finch y col., 1977). El DNA se en-
contrarfa envolviendo el octlmero de histonas formando aproximadamente

1.7 vueltas de superhélice. (HJelm y col., 1977: Suau y col., 1977}.

Los siquientes datos mds importantes sobre la constitucién del
nucleosoma vinieron dados por una técnica bioquimica: La digestidén de
la cromatina por nucleasas. Aunque el DNA internucleosomal es ficilmen
te digerible, el nucleosoma limite también se digiere aunque <oN menor

vrlocidad.

El anilisis por electroforésis de los fragmentos producidos per
digestién del nGcleo con DNAsa I muestran una serie de bandas que co-
rresponden a fragmentos de DNA mGltiplos de 10 nuéledrtidos y van de

40 a 140 pares de bases (Morris, 1976; Noll, 1974).

Esta subestructura universal (Lohr y col., 1977), es evidente que
debe corresponder a la existencia de unos determinados sitios de diges
tidn dentro del nucleosoma y dada la diferente intensidad de las bandas

unos lugares de ruptura serdn favorecidos respecto a otros.

La existencia de sitios preferentes de ataque de las nucleasas al
DNA mitocondrial ha de ser un reflejo de los puntos de contacto existen

tes entre DNA e histonas (Finch y col., 1977).

Este hecho se estudid mediante té&cnicas de reticulacifn covalentes
histonas-DNA (Simpson, 1976) y de digestidén del mondmero de nucleosoma

con enzimas proteoliticas (Lilley y Tatchell, 1977).

A partir de estos estudios se ha propuesto que las histonas se si

tuan secuencialmente a lo largo de los 140 pb de DNA en la forma H3-H4-
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~H2B-H2A-H2A-H2B~-H4~H3 (Trifonov, 1978: Mirzabekov y col., 197¢), esto
supone una disposicidn simétrica para el nucleosoma que estd plenamentd
de acuerdo con la disposicidn simétrica de los puntos accesibles a la
rotura con nucleasas. Asimismo, se propone que el nucleosoma es capaz
de deseprollarse en dos mitades simétricas, quizf como parte cel meca.

nismo de replicacién o transcripecidn (Weintraub y col., 1976) idea apo

yada por pruebas fisico-quimicas (Olins y col.,1977)y:de microscopia
electrdnica (Oudet y col., 1978) sobre el efecto de la fuerza idnica o;

disolventes desnaturalizantes en la estructura del nucleosoma. \

Para discé?nir el papel de :cada histona en la organizacién del
nucleosoma son especialmente Gtiles los estudios de reconstitucién. Se
han consequido,mezclandoc en determinadas condiciones las histonas y
el DNA, regenerar unas particulas que presentan similaridades con los
nucleosomas; observadas con el microscopio electrdnico (Germond y col.,
1975) en su digestidn con nucledsas (Camerini-Otero y col.,1976;: Axel
y col., 1974) o en su coeficiente de sedimentacidén (Tatchell y Van

Holde, 1977).

Si en la reconstitucidén del nucleosoma se omiten una o mas histo-
nas puede estudiarse el papel relativo de cada una de ellas. Asl se pu
do comprobar que las histonas H3 y H4 son necesarias y suficienzes pa-
ra regenerar una particula semejante al nucleosoma, que origina fragmen
tos semejantes en tamafio, pero no en distribucidn, a los que originan
los nucleosomas nativos cuando se digieren con nucleasas (Camarini-Ote
ro y col., 1976; Sollner-Webb y col., 1976). Estas particulas son tam-
bién semejantes al nucleosoma en su resistencia caracterfstica al ata-

que con Tripsina o guimotripsina y su espectro de difraccidn de rayos
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X (Boseley y col., 1976; Moss y col., 1977). Es evidente gue estas his
tonas juegan un papel central en la formaciﬁh del nucleosoma, lo cual
estd en concordancia con el hecho de que las histonas ricas en argini-
na son las mas conservativas en su secuencia y las mas fuertemente uni
das al DNA, con el que interaccionan por sus restos bdsicos que se unen
a los grupos fosfatos del DNA, como se comprobd por resonancia magnéti

ca nuclear (Levy y col., 1978).

La zona peor conocida es la internucleosomal, es decir el trozo de
DNA, 60 pb, mas accesible a la digestidn con nucleasas. Se piensa que
debe estar muy relacionada con la funcién de la histona H1 gue podria
estabjlizar el nucleosoma, aunque no fuera necesaria en su formacién
(Bina-stein y Singer, 1977; Singer y Singer, 1976) o bien el papel de
la H1l podria ser el de separacidén de nucleosomas entre si; la cromati-
na de levadura que no posee Hl (Franco y col., 1974) presenta un espa-

ciado internucleosomal corto y variable.

Esto confirmarfa también que el nucleosoma no 2s algo estdtico si
no que el octamero de histonas se puede desplazar a lo largo del DNA.
También el nucleosoma débe ser capaz de sufrir cambios estructurales y
funcionales que respondan de las diversas funciones que ha de tener la
cromatina; como trénscripcién, replicacién, estos cambios estaran asocia
dos a cambios en aquellos componentes que mantienen la estructura es de

cir, las histonas.

La estructura del nucleosoma no da cuenta del alto grado de compac
tacién que ha de tener el DNA en el interior del nficleo en las células

eucaridticas.

Ha de existir algin tipo de plegamiento superior de estos nucleo-
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somas y se ha sugerido a partir de datos de microscopia electrdnica
(Du Praw- , 1966; Ris, 1975) y de difraccidn de neutrones (Carpenter y
col., 1976) que los nucleosomas se pliegan en forma de solenoide con
un paso de rosca de 100 g, un didmetro de 300 R y un hueco central de
100 5 de didmetro. Son necesarios oligomeros de al menos 8 nucleosomas
para que sus propiedades fisicas,. por ejemplo dicroismo circular y
unién de bromuro de etidio, sean semejantes a las de la cromatina nati
va (Laurence y col., 1976). Este octamero de histonas serfa capaz de
formar una unidad estable en estructuras de orden superior. Este sole-
noide de 300 R de dismetro aun no es capaz de explicar el grado total

de la compactacién del DNA en los cromosomas.

Esta claramente demostrada la presencia de la histona Hl en las

superestructuras tipo solenoide aunque no esté clara su localizacién

(Finch y Klug, 1976; Fredericqg, 1976; Baldwin y col., 1975) y la estruc

tura desaparece cuando se eliminaba H1l dando la tipica forma de cuentas

de collar (Varshausky y col., 1976).

Sin embargo, en las condiciones en que normalmente se eliminan

la Hl tambi&n se extraen la mayoria de las PCNH lo que plantea duda

acerca de si es realmente la histona Hl la que provoca la compactacién
de los oligomeros de nucleosoma. En este sentido se ha sugerido que las :
protefinas HMG pueden sustituir, al menos parcialmente, a la Hl en la
induccién de superestructura en la cromatina de levadura (Franco y

col., 1979; Lopez Brana, 1979). La Hl podria estar implicada en la es-
tructuracién final de la cromatina que conduce al cromosoma (Gurley y
col., 1975) y las moléculas de Hl podrfan conectar regiones internucleo
somales de distintos cromosomas con cada una de sus dos regiones bAsicas

(Hardson y col., 1978).
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1.4. Estudio estructural de las histonas.

Estudiar las condiciones y circumtancias en que tienen lugar los
cambios conformacionales de una proteina es una buena aproximacién al
conocimiento de su funcién. Al no haberse podido dbtener las histonas
en forma cristalina los estudios estructurales se han realizado con las
histonas en disolucién, con técnicas, que si bien permiten menos reso-
lucién que la difraccién de rayos X, dan una imagen mis real de los po
sibles cambios estructurales que sufren las histonas como respuesta a
la variacidén de las condiciones del medio: del mismo modo que la estruc
tura de la cromatina se vislumbra como algo dind&mico y probablemente
interrelacionado con variaciones estructurales en las histonas. Las téc
nicas mas utilizadas han sido espectroscépicas: dispersidn de luz, ani
sotropfa de fluorescencia, dicroismo circular, espectroscopia nltravio
leta de diferencia y resonancia magnética nuclear; de las que se obtie

ne informacidn perfectamente confrontable y coordinada.

La extremada conservatividad de la secuencia de las histonas impli
ca una funcidn altamente especifica en la cromatina, segfin se ha visto
en el apartado anterior. Esta funcidn especifica lleva consige una con
formacifn exacta y posiblemente cambios conformacionales muy controla-
dos de la cadena polipeptidica. Un tercef aspecto importante del estu-
dio estructural es saber que regiones especificas de las histonas esté&n
implicadas en el cambio conformacional y =n las interacciones especifi

cas histona-DNA e histona-histona.

Un problema para el estudio estructural de las histonas se presen
ta cuando se intenta definir un "estado nativo" para estas. Los métodos

usuales de preparacifén de histonas (Johns 1964) llevan consigo la uti-
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lizacidén de disolventes desnaturalizantes y en los preparados resultan
tes las histonas estdn en un estado desordenado con mayor O menor pro-
porcién de cadena estadistica. Por otra parte cuando se obtienen histo
nas en condiciones relativamente suaves (Van der Westhuyzen y Von Holt,
1971; Rornberg y Thomas, 1974) no se obtienen fracciones puras de histo

na sino complejos, reflejo de su situacidn en la cromatina.

Debido a que las histonas no tienen una funcién especifica como
proteinas aisladas puede usarse un criterio indirecto para considerar-
las en estado nativo. Cuando a las histonas en disolucidn acuosa se les
afiade sal experimentan una transicidén altamente cooperativa en que la
molécula se reordena y adquiere una estructura globular. El proceso se
diferencia del que ocurre en las proteinas globulares (Isenberqg, 1977)
en que en el caso de las histonas probablemente solo se reordene una
parte de la molécula debido a la distribucidn asimétrica de aminodcidos.

(Van Holde e Isenberg, 1975).

Un fendémeno que dificulta el estudio de esta renaturalizacién es
el hecho de que simulténeamente se produce la agregacién de las molécu
las de histona para formar grandes polimeros. Afortunadamente ambos fe
némenos ocurren con escalas de tiempo muy distintas si la protefna esté
a baja concentracidén {Isenberg, 1977) o bien se mantiene la disolucidn
a baja temperatura (Smerdon e Isenberg, 1973, 1974); siendo répida la
renaturalizacién y la agregacidn un proceso m&s lento, 1o cual permite

estudiar ambos procesos por separado.

Es interesante destacar que la agregacién no es un simple proce-
so de yuxtaposicidn sino que la proteina, ya reordenada previamente,

. 3 a a
experimenta un cambio en su estructura 2% asi como en la 3%. Asi por
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ejemplo, la forma globular de la H4 no presenta hoja-f en proporciones
detectables mientras que la forma agregada presenta un 33% de los res-
tos de aminodcidos en conformacién B8 (Li y col., 1972) similarmente la
H3 de timo de ternera presenta un 33% de residuos en hoja B en su for-
ma agregada frente a précticamente nada en la forma reordenada (D'Anna

e Isenberg, 1974).

Las histonas disueltas en agua est8n muy poco estructuradas. La
anisotropfa de las tirosinas es muy pequefia pues estas no se encuentran
en posicidén rigida, seglin se deduce de los datos de fluorescencia y de
dicroismo circular en el U.V. p&éximo. Del mismo modo el CD en el U.V.
lejano indica que la estructura secundaria es fundamentalmente de cade
na estadistica (Li y col, 1972; Wickett y col, 1972; D'Anna y Isenberg

1972, 1974).

Cuando se adiciona sal hasta una concentracifin similar a la fisio
l6égica todas las histonas sufren cambios inmediatos en las propiedades
Bpticas anteriormente citadas. Con baja concentracidén de proteina, del
orden de 10—5 M, las histonas H3 y H4 sufren ademds un cambio mds l2n-
to, que puede durar minutos u horas, cuya velocidad depende de la con-
centracién de histona, el tipo de sal utilizada, la concentracidn de
sal y la temperatura de la disolucién. A esta concentracién las histo-
nas H2A y H2B muestran solo el cambio inmediato (Li y col, 1972; Wic-

kett y col, 1972; Wickett y Isenberg, 1972; Smerdon y Isenberg, 1973;

D'Anna e Isenberg 1972, 1974).

A estos dos procesos se les ha denominado cambio rdpido y cambio
lento respectivamente. Esta distinci6fn es muy (Gtil una vez demostrada

la naturaleza independiente de los dos procesos inducidos por sal y
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permite el.estudio y la comprensifn de cada uno por separado. Los estu
dios de dispersidén de luz muestran que solo ocurre agregacidn durante
el cambio lento y que el cambio r&pido no es simplemente la 18 parte
del cambio lento; los datos de dicroismo circular muestran que en el
paso rdpido hay formaciéfn de hé&lice-o mientras que el cambio lento es-

td asociado con la formacidn de hoja 8.

Puede identificarse este cambio répido con el proceso de renatura

lizacibén de las proteinas globulares que se ha comentado antericrmente.’

El cambio r4pido ocurre apreciablemente para concentraciones 0.15
M en NaCl o 5 mM en fosfato, ambos valores tipicamente fisinlbgicos.
Esto puede tomarse como una indicacidén de que la conformacién que se

adquiere en el cambio rdpido es semejante a la nativa.

Si se admite que el cambio rdpido ocurre mediante un proceso "to-
do o nada" entre dos estados, para cualquier concentracidén de sal se
tiene un equilibrio entre las moléculas en el estado desnaturalizado
y el estado reordenado. El valor de la propiedad 6ptica con la que se
esté& midiendo el cambio es proporcional al valor de la constante de es
te equilibrio. Si el cambio es muy cooperativo deber& obtenerse el mis
mo valor por cualquier técnica utilizada pues se estdn midiendo 2 aspec
tos de un mismo fendmeno (o simultineos). Asf el dicroismo circular en
el ultravioleta lejano mide la orientacién relativa de los planos que
contienen a los distintos enlaces peptidicos mientras que la anisotro-
pila de fluorescencia es una funcidn de la rigidez de las tirosinas. Ex
perimentalmente la constante del reordenamiento medida por cualquiera
de ambas técnicas es muy similar para las histonas H3 y H4, lo cual

prueba que la transicién es altamente cooperativa (Li, 1977).
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No todos los iones salinos son igualmente eficaces en la induccidn
de estructura. El cambio rdpido se produce aun a fuerza iénica baja y
estd asociado, al parecer, con la neutralizacibén de las cargas + de la
histona lo que permitirfia a esta adquirir una estructura m8s compacta.
: o HPOZ son los que ~presentan

mayor afinidad por las histonas. Estos iones son mas eficaces que el

Los iones grandes, divalentes como SO

nzpo; y este tiene a su vez mayor afinidad que Cl o F . Por el contra
rio, para que se produzca el cambioc lento es necesario una determinada
concentracifén salina por debajo de la cual no se produce en absoluto
(0.15 M para el F ; 0.001 M para HPOZ). Asi pues, parece necesario que
se hayan neutralizado suficientes cargas para que en el dimero de union
no-especifica formado en el cambio répido se formen los puentes interca

tenarios necesarios para la estabilizacién de la hoja-8.

La mayor parte del estudio estructural de histonas ha sido reali-
zado con histonas de timo de ternera; es de destacar que las 4 histonas
internas, en su estado reordenado, tienen aproximadamente el mismo con
tenido en a-hélice. Se ha sugerido (D'Anna e Isenberg, 1974 b) que es-
ta similaridad en las estructuras secundarias puede ser la base de las
interacciones histona-histona no solo en la autodimerizacién sino en
los complejos cruzados (Li y cols., 1972; Smerdon e Isenberg, 1974;: skaﬁ
drani y Col, 1972; Kelley, 1973). Esto viene limitado por la eleccién
de 1los patrones para la determinacién de los contenidos en estructuras

oy B (Greenfield y Fasman, 1969).

I,a H3 de timo de ternera, por ejemplo,-que tiene un comportamien-
to enteramente andlogo a la H4, presenta un cambio répidc muy sensible

a la concentracién de sal (hasta 0.010 M de fosfato) y llega a tener
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19 restos en conformacién de a-h&lice a una concentracién 1077 M de
histona. No presenta cambio lento para concentraciones de fosfato meno
res de 1.5 mM y por encima de este valor sufre un cambio dependiente
del tiempo durante el cual agrega. Al final de la agregacidn presenta
11 restos en a-hé&lice y 33 restos en hoja-R por molécula de histona

(D'Anna e Isenberg, 1974; Li, 1977).

Se ha realizado en otros casos el estudio estructural de fragmen-
tos de histona con el fin de identificar que zonas concretas de la mo-
lécula intervienen en la adquisicién de estructura (Pekary y col, 1975;
Léwis y cols, 1975). La mayor parte de estoé estudios han sido realiza
dos con la H4 en la que se distinguirian tres zonas. Un solo fragmento '
(25-67) muestra estructuracidén y da lugar a interaccidén después de la
adicidén de sal. Este fragmento muestra un cambio ripido con formacidn
de a-hélice y agregacidn pero ningGn cambio estructura dependiente del
tiempo. El cambio lento que implica formacién de hoja R tiene lugar en
la regidén C-terminal (73-100) mientras que la regién N-ﬁerminal no in-
teraccionaria y se mantendrfa probablemente en conformacién estadisti-
ca. Hay que ser cuidadosos en la extrapolacibn de estos datos, muy Gti
les, pues en la molécula intacta el comportamiento de una regidn esta

intimamente afectado por otra y viceversa.

1.5. Caracteristicas del material biol6gico y direccién de la investi-

gacidn propuesta.

La organizacién nucleosomal de la cromatina, aparece en todos los

organismos eucaridticos, desde mamiferos superiores hasta microorganis -
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mos. La presencia de histonas puede ser tomada as{ como un rasgo dis-
tintivo de los organismos eucaridticos. Todos los estudios ponen tam-
bién de manifiesto la extraordinaria conservatividad de las histonas
tanto en su nmero como en su secuencia o estructura con ligeras varia
ciones especificas como la ausencia de Hl en Physarum policephalum (Ho

zier y Kau , 1976) o la presencia de H5 en eritrocitos nucleados.

La levadura Saccharomyces cerevisiae es un material binlégico es-
pecialmente interesante por la relativa simplicidad de su material ge-
nético que al mismo tiempo es enteramente similar al de organismos su-
periores. Rozijn y Tonino (1964) observaron la ausencia de cromosomas
condensados en S.cerevisiae durante la divisidn celular,a pesar de la
presencia de nGcleos perfectamente definidos. Los mismos autores (Tonji
no y Rozijn, 1966) describieron el primer fraccionamiento incompleto
de las histonas de levadura en el que no encontraron Hl, hecho que re-

lacicnaron con la ausencia de cromosomas condensados.

Los fraccionamientos de histonas de levadura no han conseguido
hasta fecha reciente (Mardian y Isenberg, 1978; Ferndndez, 1979) una

completa separacién y caracterizacibén de sus componentes.

Anteriormente se habfan utilizado diversos métodos de fracciona-
miento; Wintersberger y col (1973) obtuvieron por primera vez una ima
gen electrofor&tica clara de histonas de S.cerevisiae, aisladas a par
tir de nficleos de c&lulas en fase de crecimiento exponencial. Caracte
rizaron bandas de movilidad semejante a H4, H2A y H2B-H3 de organismos
superiores pero no aparecfa ninguna comparable a la Hl. Franco y col
(1974) realizaron el primer fraccionamiento de histonas de levadura me

diante una modificacidén del método de Johns (1964) a partir de nucleo-
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histona obtenida por el mé&todo de Tonino y Rozijn (1966). Aislaron las
histonas H4, H2A y H2B pero no encontraron H3 ni Hl. Brandt y Von Holt
(1976) pusieron de manifiesto la existencia de H3. Sin embargo, a pe-

sar de muchos esfuerzos no se ha conseguido encontrar una .histona seme

jante a H1 (Franco y col, 1974; Fernindez, 1979; Thomas y col, 1976).

Lopez-Brafia (Franco y L&pez-Brafia, 1978) puso a punto un procedi-

miento para aislar cromatina de levadura con buen rendimiento.

Esto presenta problemas, ya que la cantidad de DNA por cé&lula es
unas 100 veces menor que en organismos superiores lo cual dificulta
su extraccidén, el método est8 basado en la eliminacién de la enorme
cantidad de lipidos existentes en la cromatina cruda medianté tratamien

to con detergentes no idnicos.

Esta cromatina es lo suficientemente pura con vista a extraer his
tonas o para realizar estudios sobre su estructura. El primer anilisis
sobre su estructura fue llevado a cabo por Lohr y Van Holde (1975) que
demostraron la existencia de nucleosomas, aunque con un tamano, alrede
dor de 160 pb, menor que en eucariontes superiores. Estudios posterio-
res han confirmado este hecho (Thomas y Farber 1976, Nelson y col, 1977)
muestra que al menos un 80-90% del genoma de levadura estd organizado
de forma repetitiva. El tamafo del nucleosoma limite es de alrededor de
140 pb (Lohr y col, 1977), semejante al de eucariontes superiores y el
de menor tamano del nucleosoma total puede relacionarse con la ausencia

de H1l.

Se han realizado estudios con las histonas H2A, H2B, H3 y H4 pre-

sentes en levadura. Con la excepcidn de H4 su movilidad electroforé&tica




es ligeramente distinta a la de histonas de organismos superiores,
tanto en geles de poliacrilamida al 20% (Franco y col, 1974) como en
geles él 15% en presencia de urea (Mardian e Isenberg, 1974); igualmen
te presentan diferencias en su comportamiento cromatogr&fico (Brandt y
Von Holt, 1976) y en su capacidad de extraerse con disolventes orgdni-

cos (Franco y col, 1974).

Teniendo en cuenta que su composicifn es muy similar a la de las
histonas de timo de ternera (Mardian e Isenberg, 1978; Fernidndez, 1979)
Yy que su movilidad electroforética en presencia de SDS es también idén
tica a la de histonas de organismos superiores (Thomas y Farber, 1976)
se ha postulado que aquellas diferencias podian deberse a la asociacidn
de histonas de levadura con lipidos, hecho que se ha demostrado en al-
gunas histonas de vegetales (Fazal y Cole, 1977). Se han realizado muy
pocos trabajos sobre estructura de histonas y Gnicamente se ha caracte
rizado que H3 y H4 presentan cambio conformacional lento y rdpido con

la adicidén de fosfato (Fernindez, 1979).

Teniendo en cuenta esta ausencia de krabajos sobre las histonas
de levadura y el interés de este material, el trabhajo descrito en la
presente memoria se centra en primer lugar en poner a punto un método
de aislamiento a gran escala de la histona H3 de levadura especialmen
te interesante por su gran semejanza con la homdéloga de timo (Brandt
y Von Holt, 1976). Posteriormente se enfoca a la caracterizacidn de
esta histona, una vez que se dispuso de ella en suficiente grado de pu

reza, caracterizacidn que se realiza por método quimicos y fisicos.
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El estudio estructural de la histona es de especial interés pues
por primera vez se han aplicado a esta histona métodos espectrofotomé-
tricos de elevada sensibilidad como espectrofotometrfa de diferencia o
dicroismo circular en el U.V. prdximo. Esto permite obtener una imagen
muy completa de los cambios estructurales de esta protefna y de su es-
tructura 22. Algunos trabajos se han llevado a cabo de un modo compara
tivo con la histona H3 de Timo lo que permite obtener algqunas conclusic

nes generales sobre la estructura de esta proteina.



2. PARTE EXPERIMENTAL



PARTE EXPERIMENTAL

2.1. Material Bioldgico.

Para el presente trabajo se utilizé levadura comercial prensada
i
(Saccharomyces cerevisiae) de la marca Hércules (Compaiiia de Industriaf

agricolas S.A., Valladolid).

El timo se extrajo a continuacién del sacrificio de los animales,

e inmediatamente se congeld en aire liquido. Se conservé a -30°C hasta

su utilizacibén. Fue proporcionado por el Matadero Municipal de Madrid. |
1
|

2.2. Aislamiento de la Histona H3 de S.cerevisiae.

2.2.1. Preparacién de cromatina purificada.

Se utilizd el método de Franco y Lopez Brana (1978). La homogeni-
zacidén de la levadura se realizd en medio A; tampdén fosfakto 5 mM, pH
6.5, conteniendo Mg 504 1 mM y PMSF 0,7 mM-isopropanol 1% para evitar
protedlisis (Woodhead y Johns 1976). La proporcidn fue de 900 ml de me
dio A por cada 500 g de levadura, agitidndose durante 20 h (movimiento
de vaiven de amplitud 7,5 cm y frecuencia de 150 oscilaciones/minuto)
en recipientes de plistico de forma rectangular que contenfan 180 ml
de perlas de vidrio de 2,5 mm de didmetro, 250 g de perlas de vidrio
de 6 mm y 10 bolas de porcelana de 25 mm. La temperatura se mantuvo

constante a 4°C durante este proceso y todos los posteriores.

El homogeneizado se centrifugb a 8000 g durante 40 minutos reco-
giéndose un sedimento en tres capas: la inferior, blanquecina, esti
formada fundamentalmente por cé&lulas sin romper; la intermedia por pa-

redes celulares y la superior, mas oscura, que contiene C281 todo el
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DNA celular, en la que se encuentra presente la cromatina.

Una vez recogido el sedimento de cromatina se lav®$ cuatro veces
con medio A suplementado con PMSF y dos con NaCl 0,14 M-Tris 5 mM, pH

7.5; el sedimento se designa en adelante como cromatina cruda.

La cromatina cruda se someti§ a dos lavados con sacarosa 0,25 M-
MgSO4 1 mM-Tris 5 mM-Triton X-100 al 5%. El sedimento se resuspendid
en medio B (tampén Tris 5 mM, pH 8.0, mtS04 1 mM) y se colocd, en ali-
cuotas de 10 ml, sobre un gradiente de sacarosa. Este gradiente se pre
pard en tubos de centrifuga de 50 ml, poniendo dos capas de disolucio-
nes de sacarosa de 15 ml cada una, la inferior 2 M en medio B y la su-—
perior 1.5 M en el mismo tampén; a continuacién se centrifugd en rotor

flotante de Sorvall HB4 durante 3 horas a 27.000 g.

El sedimento resultante, cromatina purificada, se sometid a varios

lavados con NaCl 0,14 M- Tris 5 mM para su ulterior utilizacidn.

En ocasiones se utilizé la cromatina obtenida antes de realizar
la centrifugacidn en gradiente por considerarse con suficiente grado

de pureza.

2.2.2. Extraccidn con Etanol-HCl y precipitacién_ fraccionada.

Se trata de una variante del método de Johns (1967). La cromatina
purificada se lavd con etancl al 90% y se extrajo durante 18 h con eta
nol-HCl 1,25 (4:1 v/v) utilizando 2 ml de medio de extracci®n por cada
mg de DNA presente en la cromatina. La extraccifn se lleva a cabo en
un agitamatraces (marca Gallenkamp) en presencia de perlas de vidrio
de 2,5 y 6 mm de didmetro. El1 homogeneizado se centrifugé 15 minutos a

1.100 g y el sedimento se extrajo dos veces durante 4 h cada una, con
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la mitad de voldmen de etanol-HCl. Los sobrenadantes se mezclaron y el

sedimento fue desechado.

El extracto soluble en etanol-HCl se filtrd por un embudo con pla
ca de vidrio poroso n® 4 y se sometid a precipitacidn fraccionada. El
método que a continuacidn se expone constituye una modificacidén del de
Franco y col (1974) que permite el fraccionamiento dptimo de histonas
ricas en arginina de levadura. Las condiciones 6ptimas de precipi;acién

se obtuvieron como se indica en el apartado 3.1 de resultados.

Al extracto soluble en EtOH-HC1l se afiadieron 1.5 volGmenes de ace
tona y después de separar por centrifugacién el precipitado formado se
afladid al sobrenadante otro volGmen de acetona con lo que se obtuvo un
nuevo precipitado que también se separd, afiadiéndose de nuevo al sobre
nadante 1,5 volGmenes de acetona y separindose el precipitado formado.
Cada uno de estos precipitados se lavd dos veces con mezclas de Etanol-
HC1 b'é acetona de la misma composicidén que el extracto de precipitacién,
tres veces con acetona y se secd a vacio, al precipitade con 1,5 volG-

menes se le denominari en adelante H3 cruda.

Alternativamente, en ocasiones, al sobrenadante de la adicifin de
1,5 voldmenes de acetona se afadid 0,5 volfimenes de acetona y se sepa-

r6 el precipitado formado.

Todas las operaciones detalladas se realizaron a temperaturas in-

feriores a 42C a excepcidn de los lavados con acetona.

2.2.3. Purificacién de la Histona H3.

Se utiliz®d el material obtenide por precipitacidn con 1.5 volGme-

nes de acetona del extracto obtenido con EtOH-HC1 1.25 (4:1 v/v) de la
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cromatina purificada (H3 cruda).

Se realizd siguiendo, en general, el método de Johns y col., (1960).
Para ello se disolvieron cantidades variables -de 10 a 30 mg- de H3 cru
da en 5 ml del primer eluyente y se aplicaron a una columna (1,5 x 30
cm) cargada con carboximetil celulosa CM-52 Whatman equilibrada con el
primer eluyente de desarrollo. La elucién se realizé con los cinco sis

temas siguientes:

I.- Tampbn de pH 4.2; constituido por &cido acético 0,1 M y NaOH
0,03 M.
II.- Tampdn de pﬂ 4.2; constituido por &cido acético 0,17 M, NaOH
0,051 M y NaCl-0,042 M.
ITI.- HCl 0,01 N.
Iv.,- HCl1 0,02 N.

V.- HCl 0,1 N.

El flujo se ajustd a 0,5 ml/minuto y se recogieron fracciones de
5 ml. La elucidn se siguid por determinacibén de la absorbancia a 278
nm. Las fracciones resultantes se dializaron frente a agua destilada

durante 36 horas antes de ser liofilizadas.

2.2.3.2. Cromatograffa en _Bio-Gel P-100. (Sommer y Chaikley,1974).

El Bio-Gel P-100 se prepard de la siguiente manera: Se tomaron 40g
de Bio-Gel P-100 (100-200 Mesh; Bio-Rad) mantenidos durante una noche
en 1 litro de HC1 0;01 N ; se empagquetaron en una columna (2.5 x 90 cm)
y se equilibré utilizando 1 litro de HCl 0,01 N como eluyente. Se apli

¢d H3 cruda -10 a 30 mg- disuelta en el minimo volGmen posible de elu-
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yente y se ajustd el flujo a 15 ml/hora bajo una presién hidrost&tica
de 60 cm. Se recogieron fracciones de 2 ml y la histona se detect6 por |,

medida de la absorcidn a 230 nm, juntindose las fracciones apropiadas

que se dializaron frente a agua destilada y se ;iofilizaron. En otras
ocasiones las fracciones se concentraron previamente a 1/10 de su volf
men en un condensador Diaflo, marca Amicon, con membrana PM 10 y se pre’
cipitaron con 7 volGmenes de acetona~HCl. El desarrollo total de la ”
cromatografia dura 48 h aproximadamente lavindose la columna con HC1

0,01 N~Azida sodica 2 mM despuds de cada periodo de utilizacién.

2.3. Aislamiento de la Histona H3 de timo de ternera.

2.3.1. Obtencién de la histona H3 cruda.

Se siguid el método descrito por Johns (1964).

Se tomaron 90 gr de timo y se homogeneizaron en 700 ml de NaCl
0,9% durante dos minutos en un homogeneizador de aspas. El homogeneiza
do se filtrd por gasa y se centrifugd a 1.100 g durante 30 minutos y
el sedimento se lavé 5 veces con el mismo medio, pero en este caso las

centrifugaciones se realizaron durante 15 minutos.

De parte del sedimento se prepararon histonas totales por extrac-
cidén &cida con HCl 0,25 y posterior precipitacifn con 7 volGmenes de
acetona. El resto del sedimento se lavd con 700 ml de EtOH 90% y tras
centrifugacidn se extrajo con 400 ml de EtOH-HCl1l 1,25 (4:1 v/v) por
agitacidn con bolas de vidrio de 2,5 y 6 mm de difmetro durante 18 h.

y el homogeneizado se centrifugé a 1100 g durante 15 min.

La extraccidn se repitid otras dos veces, tres horas cada una,
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con la mitad del medio de extraccidén, uniéndose los sobrenadantes.

El extracto se filtrd por placa porosa del n24 y se dializé fren-
te a 1200 ml de Etanol absoluto durante 18 h renovdndose entonces el me
dio de didlisis y prosiquiendo esta durante 3 h, esta operacidn se re-
pitid otra vez., El precipitado de la bolsa de diflisis (H3 cruda) se
lavé una vez con el medié de didlisis, tres veces con acetona seca y

se secd a vacio. Se obtuvieron 223 mg de H3 cruda.

2.3.2. Purificacidén de la histona H3 Timo.

En general se purificé por didlisis frente a etanol siguiendo el

método de Oliver (1972) segln se describe a continuacién.

Se tomaron 50 mg de H3 cruda y se disolvieron en Etanol-HC1 1,25
(4:1 v/v) hasta conseguir una absorbancia de 6 unidades a 230 nm (Con-
centracidén de proteina de 1,8 mg/ml). La disolucifn se dializd frente
a 7 volGmenes de etanol anhidro durante 5 h con agitacién. El precipi-
tado de la bolsa de didlisis se recuperd por centrifugacién a 12000 g
durante 5 minutos y el sedimento se lav6 una vez con el medio externo
de la didlisis, 4 veces con acetona anhidra y se secd a vacio. Se obtu

vieron unos 38 mg de H3 pura.

En ocasiones la purificaci6n de H3 de timo de ternera se llevd a
cabo por cromatograffa en carboximetil-celulosa como se describid en
el apartado 2,.2.3.1. En estas condiciones la histona H3 eluye con el

42 eluyente.

2.4. Rutas alternativas para la obtencidn de la histona H3 de S.cere-

visiae.
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2.4.1. Extraccién con EtOH-HCl y posterior didlisis.

Es una variante del método de Johns (1964) para la H3 de timo de
ternera. El extracto con etanol-HCl 1,25 (4:1 v/v) obtenido segtn el
mé&todo descrito en el apartado 2.2.1 se dializd directamente frente a
10 volfimenes de etanol durante 18 h a la temperatura de 42C. El preci-
pitado (H3 cruda) se recuperd por centrifugacién y‘se lav6é una vez con
el medio de didlisis, tres veces con acetona anhidra y se secd a vacio.
Al sobrenadante, que contiene fundamentalmente H4 y los restos de H3
que no hayan precipitado con la didlisis, se afiadié 1 volGmen de aceto

na y el precipitado obtenido se recuperd de manera similar.

En ocasiones el extracto obtenido con EtOH-HC1l se precipitd direc
tamente con 4 volGmenes de acetona obteniéndose asi la fraccién de his

tonas ricas en arginina de levadura para su fraccionamiento posterior.

2.4.2., Fraccionamiento a partir de mezclas de Histona.

2.4.2.1. Aislamiento de histonas totales de S.cerevisiae.

Las histonas se obtuvieron a partir de cromatina purificada si-

guiendo el método de Johns (1967).

A un volGmen de cromatina resuspendido en agua se anadid un voli-
men igual de HC1 0,5 N. La suspensién se agitd toda la noche a tempera
tura inferior a 4°C y posteriormente se centrifugs a 12000 g durante
15 minutos. El 4cido diluido solubiliza las histonas y proée[nas bési-
cas permaneciendo insolubles el DNA y las protefnas 4cidas. El sobre-
nadante se clarificd por filtracidn a travé&s de una placa de vidrio po
roso n?4 y a continuacidén se precipitaron las histonas con 8 vol(imenes

de acetona . En ocasiones, y para favorecer la precipitacidn, se aiadig
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ron unas gotas de H280 ya que los sulfatos de histona son mds insolu

4'
bles que sus hidrocloruros. El precipitado se lavé varias veces con ace

tona y se secd a vacio.

El material a fraccionar (histonas ricas en arginina, precipita-
das con 2,5 volGmenes de acetona del extracto Etanol-HCl) se disolvié
en HC1 0,25 en una proporcién de 1 mg/ml y se dializd frente a 10 volG
menes de etanol 88%/HCL 0,25 N durante 18 h. A continuacibén se efectud
una nueva diflisis frente a 10 volfimenes de Etanol: HCl 1,25 (4:1 v/v)
durante 3 h. El precipitado formado, correspondiente a las histonas
moderadamente ricas en lisina presentes como contaminantes, se separ6
por centrifugacidn y se deseché. E1 sobrenadante de la didlisis se so-
metid a nueva didlisis frente a 10 volGmenes de etanol absoluto duran-
te 18 h, después de las cuales se renueva el medio y se prolonga la

didlisis 3 horas mis.

El precipitado obtenido (H3 cruda) se lavd con el medio de didli-
sis, con acetona anhidra y se sec6 a vacfo. Al sobrenadante se anadie-
ron 4 volGmenes de acetona y el precipitado formado se recuper6 de

manera similar.

Se utilizd una columna de 2.2 x 110 cm con una presidn hidrostéti
ca de trabajo de 80 cm. Para empaquetarla se utilizaron 25 gr de Bio-
Gel P-10 seco dejado hinchar durante 24 h en 500 ml de HCl 0,01 N. Se

desgasificd el gel antes de introducirlo en la columna.
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La columna se probd con histonas totales de timo y posteriormente
se aplicaron histonas totales de levadura e histonas ricas en arginina.
Las cantidades aplicadas oscilaron entre 10 y 30 mg recuperidndose un

80% del material aplicado.

El flujo se ajustd entre 10-15 ml/hora recogiéndose fracciones de
2 ml que se analizaron por su absorcién a 230 nm. Las fracciones corres
pondientes a cada pico se juntaron, se dializaron frente a agqua desti-

lada y se recuperaron por liofilizacidn.

Las cromatografias se desarrollaron a temperatura ambiente en pre

sencia de azida sodica 2 mM.

2.5. Degradacién secuencial automéitica.

2.5.1. Quimica del proceso.

FEstd basado en el mé&todo de degradacién de Edman (1950) automati-
zado que consiste en la reaccidn de la protefna o peptido con isotiocia
nato de fenilo. El fenil-tiocarbamil-peptido que se forma es ciclizable
con separacién del resto N-terminal como un derivado de feniltiohidan-
toina (PTH-amino&cido) en condiciones que no afectan al resto de los
enlaces peptidicos. La ruptura no da lugar directamente a la formacidn
de la tiohidantoina, sino a un derivado de anilinotiazolinona (ATZ-ami
nodcido) bastante inestable, que puede convertirse f&cilmente por cale

faccién en medio 4cido acuoso en su isémero la feniltiohidantoina.

La degradacidén secuencial se lleva a cabo en tres fases: acoplamien

“to, ruptura y conversidn (Edman 1960; Blombich; Edman y col., 1966).
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Puesto que el isotiocianato de fenilo (PITC) reacciona solo con
los grupos aminoc no-protonados, el pH del medio debe ser alcalino. Por
debajo de pH 8.5, la reaccidn de acoplamiento es demasiado lenta. Por
encima de pH 10 el isotiocianato se hidroliza rApidamente. Se elige
pues ﬁn pH entre 9 y 9.5. An&logamente se adopta una solucidn de com-
promiso en cuanto al disolvente,que ha de serlo de la proteina y del
isotiocianato de fenilo por lo cual se utilizan mezclas de agua con

algGn sistema orgénico que garantizan la solubilidad de ambos.

Para mantener el pH se utilizb un tampdén Quadrol-&cido trifluoro-
acético 1.0 M, en n-propanol/agua (3:4 v/v), pH 9.0 que posee la sufi-

ciente estabilidad a la temperatura de reaccién.

Una temperatura de 452C y un tiempo de unos 60 minutos completan

las condiciones de reaccidbn.

Finalizado el acoplamiento, el exceso de isotiocianato, los compo
nentes orgénicos del tampdn y algunos subproductos de la reaccidn (Ani
lina, feniltiourea) se separan por extraccidn con benceno. La difenil-
tio-urea, otro subproducto, poco soluble en benceno, se separa por nue
va extraccidn con un disolvente org&nico mas polar, como acetato de bu
tilo. El agua se elimina por evaporacidn bajo vacio. La proteina seca,
como feniltiocarbamil derivado, estd preparada entonces para la reaccidn

de ruptura.

Este paso requiere un medio &cido fuerte no acuoso. Se utilizd el

dcido heptafluoro-butirico. La reaccién es muy répida, completindose a
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40°C en 15 minutos. El &cido “heptafluorobutirico, vol&til, se separa
bajo vacio lo antes posible, una vez asegurada la ruptura, para evitar
reacciones perjudiciales como la posible ciclizacién a &cido pirogluté
mico de las @lutaminas N-terminales. Después de la evaporacidn del &ci
do, el derivado de tiazolinona se separa del péptido residual por ex-

traccién con cloruro de butilo.

Después de la evaporacién del disolvente, el pé&ptido o proteina
acortado en un residuo, esti listo para un nuevo ciclo de degradacién.
La solucifn que contiene la tiazolinona se evapora a sequedad previamen

te a su conversidn e identificacidn.

2.5.1.3. Reaccidn de conversidn.

Puesto que las anilinotiazolinonas son poco estables, es preferi-
ble convertirlas en sus isOmeros feniltiohidantdinas (PTHs) antes de pro
ceder a la identificacién. De hecho ocurre una conversidn parcial duran

te los procesos de ruptura extraccién y evaporacidn.

Las velocidades de conversidén varian de unos aminodcidos a otros.
Ilsen y Edman (1963) propusieron unas condiciones adecuadas para todos

los aminoicidos.

La conversidn se produce de un modo eficaz por incubacidn de las
muestras de anilinotiazolinonas secas, en HCl 1N durante 10 minutos a
802C. Los PTH-aminodcidos se extraen de la solucidén acuosa con acetato

de etilo.

Las PTHS de histidina, arginina y 4cido cisteico, de mayor polari
dad, permanecen en fase acuosa debiendo extraerse a un pH 8.0. Ciertos

derivados de amino&cidos se destruyen parcialmente durante la conver-
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sién; asf PTH-serina y PTH~treonina sufren B-eliminacidén con pérdida
del orden del 60% y PTH-asparagina y PTH~glutamina resultan parcialmen
te desanimadas. Las reacciones descritas se encuentran esquematizadas

en la figura 1.

2.5.2. Técnica y procedimiento.

Las experiencias de secuenciacién automitica se realizaron en un

Sequencer Beckman, modelo 890 B.

El programa utilizado fue bisicamente igual al desarrollado por
Edman y Beqgg (1967); compuesto de 72 etapas, tiene una duracidén de dos
horas. Los pasos correspondientes a la reaccién de ruptura se repitie-
ron con el fin de consequir un mejor rendimiento en cada ciclo (Edman,

1970) .
Los reactivos y disolventes utilizados son de grado "sequencer"”:

Reactivo 1: disolucién de isotiocianato de fenilo en heptano al

5% (v/v).

Reactivo 2: Tampon Quadrol-acido trifluoroacé&tico 1,0 M en n-pro

panol/agua (3:4 v/v) pH 9.0.
Reactivo 3: &cido n-~heptafluorobutfirico anhidro.
Disolvente 1: benceno.
Disolvente 2: acetato de etilo.
Disolvente 3: cloruro de n-butilo.

La proteina se introdujo en la capa de reaccidn disuelta en agua
o en el tampon de Quadreol. Una vez en la copa de reaccidn se llevd a

cabo el programa de aplicacidn, sequido del de degradacidn secuencial.
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2.5.3. Identificacién de PTH-~amino&cidos.

Los PTH-aminoaéidos se analizaron por cromatografia gas-liquido y
por cromatografia bidimensional en placas de poliamida. En otras ocasio
nes se hidrolizaron los PTH (Smithies y col, 1971) identificindose el

aminoicido libre en un analizador automitico.

Se utilizé un cromatbégrafo Hewlet-Pachard modelo 5750, equipado
con doble columna, detector de ionizacién de llama, programa lineal de
temperatura y sistema de inyeccidn en columna. Tanto el soporte como
las columnas de vidrio se encontraban silanizadas (Harning, 1963). Las
columnas (2 mm de didmetro interno y 1.30 m de longitud) se rellenaron
con DC-560 al 10% sobre Chromosorb W, (100-200 mesh) (Pisano y col.,
1972). Es necesario utilizar columnas de vidrio, ya que las PTH se des
componen en contacto con el metal.

Los derivados de PTH, resultantes de la conversién, se extrajeron
por dos veces con acetato de etilo (0,7 ml), se llevaron ; sequedad con
nitrdgeno y se disolviéron en 2-50 ul de acetato de etilo. Para la PTH
de arginina, se anadieron 0,2 ml de Na2P04H 1 My se extrajeron con ace
tato de etilo. Una vez secas se disolvieron las PTH-s en 50 ul de meta

nol.

Se inyectaron alicuotas (1 pl) de cada muestra de PTH a tres tem-
peraturas diferentes. El gas portador (helio) se ajusté a un flujo de
50 ml/min. La temperatura fue de 2658C para el inyector y 3202C para
el detector.

La inyeccidn isoterma se prefirid a la temperatura programada por

que los tiempos de elucidn son mis reproducibles. Ademds, no es preci-
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TABLA I.

ORDEN DE ELUCION DE PTH-AMINOACIDOS

EN EL METODO DE INYECCION

11T (T2 230-2502C)

ISOTERMA.
Grupo:
I (T2 180-2002C) 11 (T2 210-2302C)
Alanina nor-leucina
Serina/S-carboximetil
cisteina aspartico (TMS)
Glicocola Metionina
Cisteico Glutimico (TMS)
Valina Fenilalanina
Dehidrotreonina/prolina Lisina (TMS)

Isoleucina/leucina

Nor-leucina (patr®dn)

asparagina

glutamina
lisina/Tirosina

Tript6fano
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so esperar entre inyecciones consecutivas a que el aparato recupere la

temperatura inicial del programa. Niall, 1973).

En estas condiciones las PTH-aminodcidos se pueden separar en tres
grupos en funcién de la temperatura de desarrollo. Los 6rdenes de elu-

cidn se indican en la tabla I.

La PTH-serina, sufre descomposicidn variable por Bf-eliminacidén. El
dehidro derivado correspondiente eluye entre PTH-alanina y PTH-glicoco
la. La PTH-treonina da dos picos en cromatografia de gas. El primero
coeluye con la glicocola (producto de ruptura con eliminacidn de la
cadena lateral) y el segundo (dehidro treonina) sale inmediatamente 19

tes de la PTH-prolina.

Algunas PTH-s (His, Tyr, Cys, Lys, Asp, Glu, Asn, Gln) tienen hi-
drogenos activos y son poco volitiles, descomponiéndose en la columna.
Por sililacidén se bloquearon estos hidrdgenos activos, aumentando su

volatilidad.

La sililacidén se realiz® mezclando vollmenes iguales (5 ul) de
bistrimetil-silil-acetamida (BSA) y la PTH disuelta en acetato de eti-
lo. Las PTH de Arg, His y Cya se disuelven en metanol, que se evapord

con nitrdgeno antes de sililar.

2.5.3.2. Cromatografia en placas de poliamida.

Se utilizaron placas de poliamida marca Cheng-Ching Trading Co.
" (Taiwan), cortadas en cuadrados de 7,5 cm de lado. Se corrieron en dos

dimensiones con los siguientes sistemas:

Sistema I: Tolueno/n-pentano/acido acético glacial (60:30:35 v/v/v)

conteniendo Butil-PDB 250 mg/l.
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Sistema IT1: &cido acético al 35% (v/v).

La utilizacidén del Butil-PDB {(2-(4'~tbutilfenil)-1,3,4-oxidazol)
incrementa la fluorescencia de las PTH-aminodcidos. Es insoluble en el

sistema II.

En cada placa se cargan aproximadamente 0,25 nmol de cada residuo
(Kulbe, 1977; Summers y col., 1973). En la figqura 2 se indica la posi-

cibén de los distintos PTH-amino&cidos en las placas desarrolladas.

2.6. Metodos analiticos.

Las electroforésis se realizaron segiin el método descrito por
Panyim y Chalkley (1969) en geles de poliacrilamida 15% en presencia de
urea 6.25 6 2.5 M. E1 pH de desarrollo fue de 3.2 después de realizar

la preelectroforésis.

Polimerizacién

Los geles se prepararon en tubos de vidrio de 12 cm de longitud y
0,6 cm de didmetro interno. Los tubos de vidrio se trataron con una
disolucidn de diclorodimetil-silano al 0,5% en benceno antes de efec-
tuar la polimerizacifn, con el fin de obtener una superficie perfecta-

mente horizontal en el gel y facilitar su separacidn del vidrio.
La mezcla de polimerizacidn se prepard en tres fracciones:

Disolucidn A: acrilamida 60% (p/v), bisacrilamida 0,4% (p/v), en

agua.

Disolucidn B: Acido acético glacial 43.2% (v,/v), Temed 4% en agua.
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Disolucidn C: Persulfato aménico 0.2% (p/v}, urea 10 M o 4 M, se-
glin de que la concentracidén final requerida fuera

6.25 6 2.5 M, respectivamente.

Las disoluciones A y B pueden guardarse bastante tiempo a 02C
mientras que la disolucién C debe prepararse en el momento de ser uti-

lizada.

Estas disoluciones se mezclan en las proporciones siguientes: 1
volGmen de B, 2 volGmenes de A y 5 volGmenes de C. Los componentes de
la mezcla se desgasifican a vacio previamente, para eliminar el aire

que podria formar burbujas dentro del gel.

Manteniendo los tubos en posicidn vertical y tapados por su extre
mo inferior, se llenaron con la mezcla de polimerizacién hasta una
distancia de 2,5 cm de su extremo superior. Las burbujas que puedan
quedar dentro de la disolucidén, en la parte inferior o adosadas al vi-
drio, se eliminan presionando el tapon de goma de la parte inferior.
Para avitar que la superficie superior del gel quede céncava, se anadi
lentamente sobre cada tubo una capa de agua destilada de 1 cm de espe-
sor evitando que se remueva la superficie, de forma que la interfase
entre la capa de agua destilada y la mezcla de polimerizzacidn sea pla-
na. Seguidamente se dejan en reposo durante 3 o 4 horas, hasta que se
complete la polimerizacidn; transcurrido este tiempo, se retira el agu

de la superficie del gel y se sustituye por &dcido acético 0,9 N.

Preelectroforésis.

Con el fin de eliminar los iones TEMED2+ y 5205_ contenidos en el

gel y que perjudican la separacidén de bandas y su reproducibilidad, lo:

geles se sometieron a preelectroforésis.
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Los tubos se colocaron en la cubeta de electroforésis y sus com-
partimentos se llenaron con &cido acético 0,9 N. A continuacidn se co-
nectd la fuente de tensidn con el polo negativo en el recipiente infe-

rior y se mantuvo durante 6 horas a una intensidad de 2 mA por tubo.

Desarrollo de la electroforésis.

Las muestras se disolvieron en un medio de acético 0,18 N-urea 8M
en la proporcién de 0,2 mg/ml para cada fraccién de proteina presente

en la muestra.

La disolucién de las muestras se aplicd suavemente sobre el gel
con la ayuda de una microjeringa conectada en su extremo a un capilar
de polietileno. El desarrollo electroforético se hizo en Acido acético
0,9 N durante 3 horas y 30 minutos a una intensidad de 2 mA por tubo,

con el polo positivo situado en la cubeta superior.

Transcurrido este tiempo, los geles se recuperaron fracturando

el tubo de vidrio.

Tefiido y revelado.

Los geles se introdujeron durante 12 horas, al menos, en una diso
lucién de negro amido al 0,5% (p/v) en Acido acético 1 N. El desteiido
de los geles se realizd por electroforésis transversal o por lavados
consecutivos con disolucién diluida de acético a una temperatura de

602C.

2.6.2. Andlisis de aminc&cidos.

Las proteinas se hidrolizaron con HCl azeotropo-fenol al 0.1% (0,5-
1 ml/mg de protefna). La hidrdlisis se efectud a 1102C en tubos Pirex

cerrados a vacio. Generalmente se efectuaron hidrélisis de la misma
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muestra a diferentes tiempos, conel fin de poder extrapolar ios resul
tados a tiempo cero - para los valores de Ser, Thr y Tyr - y corregir
los datos de aquellos residuos de aminodcidos que forman enlaces peptf
dicos mas resistentes a la hidrélisis Val, Ile-. Finalizado el tiempo
de incubacidn los tubos se abrieron y los hidrolizados se llevaron a
sequedad a vacio sobre NaOH. Los hidrolizados se lavaron dos o tres ve
ces con agua destilada con el fin de eliminar la mayor parte posible

de HCl y posteriormente se secaron a vacio.

Los andlisis de aminodcidos se realizaron en un analizador automd
tico Durrum, modelo D-500, provisto de un computador PDP-8M que automa
tiza todas las operaciones de acuerdo con un programa previamente selec
cionado. El tiempo de andlisis fue de 100 minutos. La muestra se aplicé
disuelta en tampdn citrato, pH 2.2, y el proceso de elucidn se efectud
con disoluciones tampén de citrato s6dico a pH 3.25, 4.25 y 7.09. Para
regenerar la columna de resina después de cada anflisis se utilizd una

disolucién de NaOH 0,3N que contenia 0,25 g de EDTA por litro.

Para determinar inequivocamente la presencia de cisteina en el hi
drolizado se modificd quimicamente la proteina por carboximetilacibn
(Craven y col.,, 1965) como paso previo a la hidr6lisis. Para ello la
proteina se disolvid en un tampdn Tris-cloruro de guanidinio pH 8 y se
incubd, en atmb6sfera de nitrégeno con ditiotreitol (DTT) durante 1 hora,
a 402C, en una estufa en oscuridad a fin de reducir completamente las

cisteinas presentes en la molécula de protefna.

Tras esto se afiadidé el reactivo iodoacetato en gran exceso mante-
niéndose la reaccifn durante 2 horas a temperatura ambiente en atmésfe
ra de nitrbdgeno, previamente se agité la mezcla de reaccidn durante 10

minutos.
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Al cabo de las dos horas se anadid un exceso de B-mercaptoetanol
a la mezcla de reaccidén y tras una incubacién de 15 minutos se elimina
ron las sales, aplicédndolo a una columna de Shephadex G-25 (100 x 1,2

cm) eluida con C03HNH 0,05 M. El pico correspondiente a la proteina

4
se reconocid por su absorbancia a 230 nm, se dializd exhaustivamente
frente a agua destilada y se liofiliz6. El resto de las operaciones se

realizaron de la forma descrita detectindose la cistefna en forma de

carboximetil-cisteina.

2.6.3. Valoracidén cuantitativa de DNA.

El DNA se valord por absorcidn ultravioleta a 260 nm sabiendo que

para el DNA completamente hidrnlizado el coeficiente de extincidén co-

260

rrespondiente (E1 cm

) es de 0,224 para una disolucidn de 0,001%, p/v
(Webb y Levy, 1958). En este procedimiento se hace inexcusable la pre-
via separacifén de otras especies moleculares que acompaifian al DNA y tam

bién presentan absorcibén a esa longitud de onda, fundamentalmente el

RNA .,

Para eliminar estas sustancias que interfieren en la determinacidn
del DNA se siguid el procedimiento descrito por Hill y col., (1971) y
que se detalla a continuacidn. La muestra se precipitd con Acido per-
clérico (PCA) 1N, con lo cual precipitaron DNA, RNA y protefnas y se
incubd el sedimento con NaOH 0,3 N durante una hora a 37%C. En este me
dio se solubilizan DNA, RNA y algunas proteinas. A continuacisn se ana
dié PCA hasta una concentracidén final LN con io cual se precipitd el
DNA y las protefinas permaneciendo el RNA hidrolizado en solucidn. Una
vez centrifugado se afadid al sedimento, formado exclusivamente por

DNA y proteinas PCA al 1,5% y se incubé a 902C durante 20 minutos, trans
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curridos los cuales la hidr6lisis del DNA ha sido completa. La protei-
na, no hidrolizada, se elimind por centrifugacidn, lavdndose el sedime
to con PCA. Los sobrenadantes de ambas centrifugaciones se juntaron y

se midi®é la concentracidén del DNA mediante absorbancia a 260 nm.

2.7. Métodos espectrofotométricos.

2.7.1. Espectros de absorcién en el ultravioleta.

Las histonas H3 de S.cerevisiae y timo de ternera utilizadas en
estos experimentos se prepararon y purificaron tal como se ha descrito
anteriormente. Las muestras se analizaron electrofordticamente para coj
probar su homogeneidad y su composicidn de aminodcidos es la indicada
en los resultados. La concentracidén de las histonas en agua se determi

né espectrofotométricamente.

Después de cada experimento la proteina se recuperd por didlisis
exhaustiva frente a aqua destilada y posterior precipitacién con aceto

na-HCL.

Los espectros de absorcidn se realizaron en un espectrofotémetro
Cary 118. Ordinariamente se realiz6 el espectro de absorcién desde 350
nm hasta 240 nm. La mayoria de las muestras medidas no presentaban tur
bidez, lo cual se comprobd por la absorbancia pricticamente nula entre
350 y 310 nm. En algunos casos en que la muestra si presentd turbidez

se corrigid el espectro segln el método de Donovan (1969).

Los espectros de diferencia por variacidén de la fuerza idnica, in
ducidos por la adicidédn de sal, se realizaron para una concentracifn de
las histonas H3 de S.c. y T.t. entre 3-6.10-5M de proteina. Las mues-

tras se disolvieron en agua a pH 6.0 y se colocaron dos alicuntas, cui



dadosamente medidas, de 3 ml en dos cubetas de cuarzo, idénticas, de
1 cm de paso éptico. Las lineas-base disolvente-disolvente y proteina-
proteina Fueron idénticas indicando que la concentracién de la muestra
astaba dentro del rango en el cual el fotomultiplicador puede dar una

respuesta adecuada.

Se anadieron alicnoéas de una solucién 3.0 M de KF a pH 6 a la pri
mera cubeta ron una microjeringa fde precisidn. Simulrﬁnnnménte se ana-
dieron alficuotas idénticaé de agua a la sequnda cubeka que se tomf cn-
mo referencia. Los espectros se realizaron a 22°C despnés de cuidadnsa
agitacidén, con una sensibilidad de 0,2-0,5 unidades de absorbannia para
toda la escala, entre 320 y 260 nm. El aparato se utilizd en la modali
dad de rendija automdtica, la amplificacidn se ajustd de modo gue La

rendi ja variase entre 9,03 y 0,2 mm.

Para abtener los espectrns de diferencia pnr wvariacinnes (de pil se
trabajsd con una concentracifn similar de protefna en disolucioneas de KF
de concentracidn superior a 0,2 M.‘EI pH de las muestras se elavh adi-
cionando alfcuotasg¢ 3 ul de Naol 2, 0,5 6 0,0 8 dependiandn del rango
de pH. A la cubeta patrdn se adicionaron alicuontas idénticas de agua A

pH 2.8 y los aspectros se realizaron de un modn similar. FEntre 260 y 2130

nm la sensibilidad se disminuyd a 1-2 unidades de absorbancia.

L.os espectros de las histonas H3 en presencia de etannl se reali-
i i . -5 .
zaron disolviendo la proteina a una concentracidon de 610,10 "M en HCL
0,25 y elevandn la concentracidn de etanol por adicinnes controladas
de Etanol - 90% - [IC] 0,25. La sensihbilidad de) aparato se ectabileciA
entre 0,2-0,5 unidades de absorbancia. La concentracidn final de protei

-5 . .
na resultd asf{ ser de 2-3.10 M pava las disoluciones mas concentradas
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en etanol.

2.7.2. Espectros de dicroismo circular.

Los espectros de dicroismo circular se realizaron en un dicrografo
Mark III(Jobin~Yvon). En la regidn del ultravioleta préximo (320-245 nm)
se usaron cubetas de 1 cm de paso Sptico y se operd con una Sensibili-

6

dad de 1.10° AA.mm-l. Para obtener el espectro en la regidn del ultra

violeta lejano (250-190 nm) se usaron cubetas de 0,05 cm de paso O6pti-

6 AA.mm~1. La fuerza ibnica, el

co y la sensibilidad se ajusté a 2.10
PH y la concentracién de etanol se ajustaron tal como se describe ante
riormente. Para las medidas en el ultravioleta prdximo, la concentra-

cién de proteina utilizada fue similar a la utilizada en el espectrofo

témetro; para las medidas en el ultravioleta lejano las disoluciones

se diluyeron 10 veces.

Las elipticidades se expresan como elipticidades molares en gra-
dos x cm/d mol del residuo en el U.V. lejano &6 grado x cm/ dmol de pro

tefna en el U.V. préximo.

Para calcular las contribuciones de la estructura secundaria se
usaron los métodos de Smerdon e Isenberg (1976) y Greenfield y Fasman
(1969) utilizando como patrones poli-L-lisina en distintas condiciones

estructurantes.
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3.- RESULTADOS -

3.1.- Aislamiento de la histona H3 de S.cerevisiae.

La obtencidén de la histona H3 se consiguid por el mé&todo descrito
en el apartado 2.2.2., a partir de cromatina parciaimente purificada.
La figura 3 muestra la imagen electroforética de los materiales obteni
dos por precipitacidn fraccionada con acetona del extracto Etanol-HCl

1,25 (4:1; v/v).

El gel B de la figqura 3 nos muestra como el extracto con etanol-

HCl contiene tres prote{nas mayoritarias correspondientes a histonas;

que pueden identificarse en principio (Fernandez, 1979) como las histo '

nas H3, H2A y H4 (Ricas en arginina) de S.cerevisiae.

La precipitacidn fraccionada del extracto supone un éxito parcial

pues con 1.5 volGmenes se logra una buéna separacifn de la banda supe-

rior, que debe corresponder a dos proteinas diferentes, H3 y H2A, seqﬁné

la imagen electroforética del extracto total. Con 4 volfimenes se ha
conseguido separar la histona H4 en excelente grado de pureza, el ani-

lisis de aminodcidos de la H4 se muestra en la Tabla II.

El material precipitado con 2,5 volGmenes de acetona resulta ser
una mezcla variable de las tres histonas citadas segfin nos indica su
imagen electroforética. (Fig. 3-D). Las proporciones relativas de las
tres histonas dependen ligeramente de las condiciones de extrac<ién,

pero obteniéndose una mezcla similar en todos los casos.

El material precipitado con 2,5 vol(meneses pues’susceptible de pu

rificacidén posterior, con el fin de recuperar la H3 que contiene. Por



FIGURA 3.- Electroforésis en gel de poliacrilamida
15%-Urea 2.5 M.

A) Histonas totales de Saccharomyces cerevisiae.

B) Extracto Etanol-HCl de cromatina purificada precipitado directamente
con 4 volGmenes de acetona.

C) Material soluble en etanol-HCl y precipitado con 4 volGmenes de ace
tona.

D) Material soluble en etanol-HCl y precipitado con 2.5. volGmenes de
acetona.

E) Material soluble en etanol-HCl y precipitado con 1.5 volGmenes de

acetona.
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TABLA 1I.

COMPOSICION DE LA HISTONA H4 DE S.CEREVISIAE COMPARADA CON SU HO-

MOLOGA DE TIMO.

H4 S.c. He T.t. i

Asx 7,9 ) 4,9
Thr 4,9 6,9
Ser 5,2 2,0
Glx 9,9 5,9
Pro 2,3 1,0
Gly 11,5 16,7
Ala 6,8 6,9
Cys ' 0,0 0,0
val 6,3 8,8
Met 0,0 1,0
Ile 6,3 5,9
Leu 9,6 7,8
Tyr 3,9 3,9
Phe 3,3 2,0
His 1,9 2,0
Lys 9,8 10,8
Arg 10,9 13,7
B/A 1,3 2,5
Lys/Arg. 0,9 0,8

(1) (2)

(1) Material precipitado con 4 volfimenes de acetona del extracto Etanol

HC1l de cromatina purificada.
(2) DelLange y col (1968}

~ La composicién se da en moles por ciento.
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este motivo y para optimizar las condiciones se estudid la influencia
de variar las cantidades de acetona anadida alvextracto Etanol-HC1.
Tras una serie de ensayos, las condiciones idéneas para la precipita-
cidén resultaron ser las que se acaban de describir; pues como se mues-
tra en la figura 4-~B con 2 volimenes de acetona ya comienza a precipi-

tar la H4 que no lo hacfa con 1.5 volGmenes.

En el gel A devla figura 4, que corresponde al precipitado con
1,5 volimenes se aprecia que este material corresponde a la mezcla de
2 proteinas, como ya se habia razonado. De ellas, la mejor recuperada
es la inferior que, como veremos, corresponde a la H3; mientras que
con 2 vollmenes precipita muy poca cantidad de H3, haciéndolo todavia
1a H2A en cantidades apreciables. Las condiciones descritas son asi las
que permiten la recuperacidn mas iddnea, en pureza y rendimiento, de

la H3 aunque no se consiga de un modo completo.

3.2.- pPurificaciébn de la histona H3 de S.cerevisiae.

En vista de la imposibilidad de fraccionar totalmente las histonas
ricas en arginina de S.cerevisiae por precipitacidn fraccionada, se in
tentaron otros métcdos de purificar el precipitado obtenido con 1,5 vo
ldmenes al que llamaremos H3 cruda. La imagen electroforética de este
material parece sugerir la presencia de dos bandas, correspond;entes a
dos protefnas diferenciadas, figura 4; si bien esto no parece claro en
todos los casos, fiqura 3, e incluso anteriormente fue descrito como
una proteina Gnica (Franco y col., 1974). Este hecho se puede relacio-
nar con la técnica de electrofordsis empleada en el andlisis, consiguien
dose mejor resolucidn con geles del 15% en presencia de urea 2,5 M, que

ha sido la té&cnica utilizada en este trabajo. Otros factores, que afec



FIGURA 4.-

A)

B)

Material
acetona.
Material
tona.

Histonas

Histonas

H2B

H2A
H3

e

Electrofor&sis en gel de poliacrilamida 153%-Urea 2.5 M.

soluble en etanol-HCl y precipitado con 1.5 volGmenes de
soluble en etanol-HCl y precipitado con 2 volGmenes de ace

ricas en arginina de S. cerevisiae.
totales de S. cerevisiae.
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tan a la resolucidn y justifican las diferencias entre unas electrofo-
résis y otras, realizadas con la misma técnica, son el tiempo de desa-
rrollo y la intensidad de corriente. Un mayor tiempo de desarrollo pro
duce mejor separacidn entre bandas pero la resolucidn puede disminuir

por difusidn.

La existencia de dos histonas en Levadura con movilidad electrofo
rética muy similar ya habfa sido descrita anteriormente (Fernindez,
1979). En la figura 5 est4 representado el perfil de elucidn de la cro
matograffa en Bio-Gel P-100 de histonas totales de Levadura. Su imagen
electroforética en la misma figura nos indica cdmo los picos I, ITI y
IV, que corresponden a proteinas claramente diferentes por sus vol(me-
nes de elucidn,tienen una movilidad electroforética enteramente similar

(Fernindez, 1979).

Este hecho sugirid utilizar la cromatografia en Bio-Gel P-100 pa-
ra separar las dos proteinas presentes en la H3 cruda. En la figura
5-C esti representado el perfil de elucidn correspondiente en el que
se han resuelto con claridad dos picos gque presentan gran analogia en
sus volfimenes de exclusidn con los picos III y IV de la cromatografia

de histonas totales.

La figura 6 muestra la imagen electroforé&tica de los materiales
recuperados en la cromatograffa de la H3 cruda. Se ha conseguido el
fraccionamiento de las dos proteinas que la constitufian y se recupera
especialmente el 22 pico con gran pureza. La diferente movilidad elec-
troforética de ambas fracciones es ahora mas patente al correr cada ma

terial en geles distintos.

Con el fin de mejorar el rendimiento de la purificacidn de la H3
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FIGURA S.- (A) Perfil de elucidn de la cromatografia de
histonas totales de S.cerevisiae en Bio-Gel P-100.

(B) Electroforesis en geles de poliacrilamida al 20% de los
materiales recuperados en (A).(C) Perfil de elucidn de H3 cruda

en Bio-Gel P-100
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FIGURA 6.- Electroforésis en gel de poliacrilamida 15%-Urea 2.5 M.

A)

B)

C)

Material soluble en etanol~HCl y precipitado con 1.5 volGmenes de
acetona (H3 cruda).

18 pico de la cromatografia en Bio-Gel P-100 del precipitado con
1.5 volGmenes de acetona. .

29 pico de la cromatograffa del mismo material.
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cruda se utilizaron otros procedimientos. Especialmente la cromatogra—i
ftfa discontfnua en carboximetil-celulosa descrita por Belmonte (1976)
(apartado 2.2.3.1. de la parte experimental) se pensd que podrfa ser i
itil ya que es capaz de fraccionar las histonas en 2 grupos de ricas é
en Lisina y ricas en Arginina, como tambié&n se habfa comprobado para !
Levadura (Franco, 1974). En efecto, el perfil de elucidn en la figura
7 nos muestra la existencia de dos picos bien definidos y su imagen
electroforética en la figura 8 ofrece un resultado enteramente similarz

i

al obtenido por cromatografia en Bio-Gel P-100.

La cromatograffa en carboximetil-celulosa presenta sobre el Bio-

Gel P-100 la ventaja de que la #lucidn se realiza con mayor rapidez y
la recuperacidén del material introducido en la columna es mayor (un

80%) que en el caso del Bio-Gel P-100 (un 50%). El material sale mucho

mis concentrado de la columna y es mas sencillo de recuperar. Por con-
tra ofrece el inconveniente de que, en el caso de las histonas, solo

separa en dos fracciones y no es capaz de separar otras protefnas con
taminantes, especialmente la H4. El Bio-Gel P-100 en cambio, es en si
mismo un procedimiento de purificacién selectiva y rinde una H3 con

mayor grado de pureza.

El andlisis de aminodcidos del 1°y 2°pico de ambas cromatografias
permite asignar definitivamente al 1% pico como histona H2A (Tabla IITL
y el 2° pico como H3 (Tabla 1IV). Ambas histonas presentan una gran se-
mejanza en la composicién de aminodcidos con sus homSlogas de timo si

bien estas semejanzas son mucho mayores en el caso de la H3.

A efectos comparativos se procedid al aislamiento y purificacidn

de la histona H3 de timo de ternera de acuerdo con el método de Johns
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FIGURA 7.- Perfil de elucidn de la cromatografia en carboximetil-celu-
losa del material precipitado con 1.5 vollGmenes de acetona
del extracto etanol-HCl (H3 cruda). 22 y 42 tampones.
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FIGURA 8.- Electroforésis en gel de poliacrilamida 15%-Urea 2.5 M.

A)
B)

Histonas totales de Saccharomyces cerevisiae.

185 pico de la cromatograffa en carboximetil-celulosa de material
soluble en etanol-HCl y precipitado con 1.5 volGmenes de acetona.

C) 22 pico de la cromatograffa del citado material.



TABLA III.

COMPOSICION DE LA HISTONA H2A de S.CEREVISIAE COMPARADA CON SU HO

MOLOGA DE TIMO.

Asx
Thr
Ser
Glx
Pro
Gly
Ala
Cys
val
Met
Ile
Leu
Tyr
Phe
His
Lys
Arg
B/A

Lys/Arg

- La composicidn se da en moles por ciento.

(L)

(2)

(3)

H2A T.t.

H2A S.c.

1 2
8,9 8,2
3,8 4,6
5,1 6,2
8,8 9,3
4,3 4,5

10,2 9,7
13,6 13,6
0,0 0,0
4,6 3,9
0,0 0,0
4,8 3,8
11,8 11,9
2,3 2,2
1,1 1,1
2,2 1,8
10,6 11,8
7,5 8,3
1,14 1,25
1,41 1,42

12,4
2,3
0,8
3,1

10,9
9,3
1,5
1,2

(3)

12E pico de 1la cromatografia en Bio-Gel P-100 del material precipi

tado con

18L pico

terial.

Sautiere

1,5 volGmenes de acetona del extracto Etanol-HCl

(H3 cruda).

de la cromatografia en carboximetil-celulosa del mismo ma

y col (1972).
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(1964). E1 gel B e la figura 9 muestra la histona H3 cruda que se pu-
rificé posteriormente por didlisis frente a etanol mostréndose el resul
tado en el gel C. La histona H2A que no precipita en la diflisis y se
recupera del sobrunadante por precipitacién con 4 volGmenes de acetona
se muestra en el gel D. La pureza de la H3 obtenida es similar a la con
sequida por el aucor dei método y la contaminacidén es, en cualquier ca
so, muy pequefa. La cromatografia en carboximetil-celulosa proporciona
una preparacidén de H3 cruda de composicidn similar 3 la del gel B de

la figura 9.

La figura ;0 nos muestra una comparacidén de las movilidades elec-
troforéticas de la histona H3 de S. cerevisiae, gel C y la H3 de timo
de ternera, gel D, observindose una cl&ra diferencia de movilidad entre
ambas. La H3 de Levadura presenta mayor mo&ilidad que la de timo a pe-
sar de la gran semejanza en su composicidén de aminodcidos (Tabla IV).
Sin embargo, la histona H4 de levadur:z, gel A, tiene una movilidad si-
milar a la de su homS8loga de timoc a pesar de presentar mayores diferen

cias (Tabla 1I).

3.3.- Rutas alternativas de obtencidén de H3 de S.cerevisiae.

El procedimiento descrito hasta aqui consigue la preparacién de
la histona H3 en excelentes condiciones de pureza, pero no consigue la
recuperaciéﬁ'completa de esta protefna del extracto Etanol-HCl. De las
otras dos protéinas mayoritariamente presentes en el extracto, la H2A
se eliminaba con facilidad por procedimientos cromatogrdficos, mientras
que la H4 al tratarse también de una histona rica en arginina eluye
conjuntamente con la H3 en los dos métodos usados (France y col., 1974;

Fernindez, 19279)}. Solo se consigue separar H3 de H4 ajustando con pre-



H3 +H2B
H2A

Ha

FIGURA 9.- Electroforésis en gel de poliacrilamida 15%-Urea 2.5 M.

A)
B)

C)

D)

Histonas totales de timo de ternera.

Histona H3 cruda de timo de ternera obtenida por el m&todo de Johns
(1964) . _

Histona H3 de timo de ternera purificada por el método de UOliver y
col. (1972).

Histona' H2A de timo de ternera.
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FIGURA 10.~ Electroforésis en gel de poliacrilamida 15%-Urea 2.5 m.

A)
B)
C)
D)
E)

Comparacidn de movilidad entre H3 de timo y de levadura.

Histeona H4 de S.cerevisiae.

Histonas ricas en arginina de S.cerevisiae.
Histona H3 de S.cerevisiae. ‘
Histona H3 de timo de ternera.

Histonas totales de timo de ternera.
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cisibn las condiciones de la precipitacién fraccionada y a costa de

una disminucidn en el rendimiento.

Todo esto pone de marifiesto la necesidad de conseguir otros méto
dos preparativos que permitan la recuperacidn total de la H3, o bien

que permitan su separacién de la H4 en las mezclas de ambas.

3.3.1.- Didlisis directa del extracto Etanol-HCl.

La aplicacién directa del método de Johns (1964) a la obtencidn
de la H3 de Levadura nos proporciona esta histona con elevado grado de
pureza segln se aprecia en el gel B de la figura 11. Este procedimien-
to no se usd con asiduidéd debido a su bajfsimo rendimiento, pues en
estas condiciones de hidrofobicidad la mayor parte de la H3 de levadu-
ra permanece disuelta en la bolsa de didlisis, a diferencia de 1o que
ocurre con la H3 de timo, segfGn se aprecia en el gel C de la figura 11
que corresponde al material precipitado con 1 volGmen de acetona del

sobrenadante de la bolsa de dillisis.

El gel A de la figura 11 nos muestra el material que se obtiene
precipitando directamente con 4 volfimenes de acetona el extracto Etapol-
-HCl. Este material, que denominaremos histonas ricas en arginina, con
tiene las histonas H2A, HB y H4, y se sometid a posteriores tratamien-
tos para recuperar la histona H3. Igualmente se hizo con aquellos ma-
teriales que la contienen en forma contaminada provenientes del método
de purificacidén inicialmente descrito, como por ejemplo el precipitado

con 2,5 volGmenes de acetona del extracto etanol-HCl.

3.3.2.- Fraccionamiento a partir de mezclas de histona.

Los resultados obtenidos son similares cuando el matefial de par-



FIGURA 11.- Electroforésis en gel de poliacrilamida 15%~Urea 2.5 M.
Didlisis directa del extracto etanol-HCl.

A) Histonas ricas en arginina de Levadura (material que se extrae con
etanol-HCl de cromatina purificada).

B) Material precipitado en la bolsa de di&lisis.

C) Material que permanece soluble en la bolsa de didlisis y precipita

con 1 volGmen de acetona.



tida son histonas totales o histonas ricas en arginina; por lo cual se
partid normalmente de este Gltimo tipo de material con el fin de con-
seguir rendimientos superiores. Las té&cnicas utilizadas permiten ade-
mas el reciclaje ae todos aquellos materiales que contengan la histona

H3 mas o menos contaminada por otras histonas.

La fiqura 12 corresponde a la imagen electroforética de los mate-
riales obtenidos por didlisis de histonas ricas en arginina de levadu-
ra frente a etanol absoluto, segfin el procedimiento descrito en el apar
tado 2.4.2.2. de la parte experimental. El gel A, de la figura 12, co-
rresponde al material de partida, en que se observa la presencia de las
histonas ricas en arginina asf como otros contaminantes posiblemente
del tipo protefnas no-histonas. A pesar de estos contaminantes en el
material de partida se consigue, mediante este procedimiento, gue el
material precipitado en la bolsa durante 1la 22 dislisis (frente a eta-
nol absoluto) sea histona H3 cruda en excelentes condiciones de pureza
(Figura 12-B). El gel C nos indica que la recuperacidn de esta H3 cru-
da no ha sido total, como ya vefamos que ocurria en el apartado ante-

rior.

Un factor critico para este procedimiento es la concentracidn de
proteina disuelta en HCl 0,25 N que se utiliza en la 1% dijlisis, fren
te a EtOH 88%~HCl 0,25. No debe ser muy grande, pues durante esta did-
lisis ocurre una dré&stica reduccién de volfimen en la bolsa como conse-
cuencia de la salida de agua, con riesgo de que precipiten Gnicamen
te las histonas ricas en Lisina, presentes como contaminantes, Yy de

que también haya una pérdida parcial de la H3. Se consiguid una resolu



FIGUFA 12.- Electroforésis en gel de poliacrilamida 15%-Urea 2.5 M.
Precipitacidn por diflisis frente a etanol.

A) Histonas ricas en arginina de S.cerevisiae.
B) Material precipitado en la didlisis frente a etanol absoluto.
C) Material que permanece soluble en la bolsa de didlisis y precipita

con un volGmen de acetona.



cibn ideal partiendo de concentraciones iniciales de protefna de lmg/ml

El material,H3 cruda, obtenido por este método tiene que ser some
tido a purificacidn posterior para eliminar la histona H2A, presente
como contaminante. Esto se logra por cromatografia en Bio-Gel P-100

o en carboximetil-celulosa como se ha descrito anteriormente.

El procedimiento dgscrito en el apartado anterior permite recupe-
rar la H3 de aquellas preparaciones en que se encuentra minoritaria o
contaminada con H4. Sin embargo, la recuperacidn no es total ¢ bien
exige un procedimiento en varios pasos, lo que supone pérdida de rendi
miento. Por este motivo se investigd la cromatograffa en Bio-Gel P~10
de la gque se tenian datos (Kecskes y col., 1976) de que resolvia a las

histonas H3 y H4 de timo.

La fiqura 13 muestra los perfiles de elucidén en Bio-Gel P-10 de:
A) Histonas totales de timo de ternera, B) Histonas totales de S.cere-
visiae y C) Histonas ricas en arginina de S.cerevisiae. Se observa una
gran semejanza de los perfiles y volGmenes de elucidén muy similares pa
ra los diferentes picos. Es interesante destacar en el perfil de elu-
cidn de histonas totales de Levadura, la ausencia de un primer pico,

correspondiente a la Hl en timo.

La figura 14 muestra la electroforésis de los 3 Gltimos picos de
la cromatografia de histonas totales de timo; son especialmente in-
teresantes los geles C y D que corresponden respectivamente a las his-
tonas H3 y H4. En este sistema se resuelven perfectamente al contrario
de lo que ocurria en la cromatograffa en Bio-Gel P-100, figura 5, en

que coelufan.



74

0.8

06

A230

04

0.2

T

T

i

0.8

A230

0.4

P2 P3 P4

A230

P P2 P3

—_— = T

1 |

100 200 300

V EtUcIioNn  (mi)

FIGURA 13.- Perfiles de elucidn de la cromatografia en Bio-Gel P-10

de: A) Histonas totales de timo de ternera, B) Histonas
totales de S.cerevisiae, C) Histonas ricas en arginina
de S.cerevisgiae.



FIGURA 14.- Electroforésis en gel de poliacrilamida 15%-Urea 2.5 M.

Cromatograffa en Bio-Gel P-10 de Histonas totales de timo de ter-

nera.

A) Histonas totales de timo de ternera.

B) 38E pico de la cromatograffa en Bio-Gel P-100 de histonas totales
de timo.

C) 42 Pico (H3).

D) 52 Pico (H4).
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Un resultado, totalmente similar, se observa en la figura 15, co-
rrespondiente a la cromatograffa de histonas totales de levadura en la
que los geles C y D muestran la imagen electroforética de los dos Glti-
mos picos del perfil de elucidn que se tratan, del mismo modo,de la H3
y H4. Los dos primeros picos de la cromatografia no se resuelven y el

gel B nos muestra un material formado por las histonas H2B y H2A.

Ante estos resultados se utilizd la cromatografia en Bio-Gel P-10
como ruta alternativa para la purificacidén de la H3 de levadura. Asi
la figura 16 muestra los resultados cuando el material aplicado a la
columna es el obtenido con 2.5 volGmenes de acetona en la precipitacién
fraccionada del extracto Etanol-HCl de cromatina purificada. El gel D
de 1la figura 16 se corresponde con el segundo pico de la cromatografia

y se identifica como histona H3 ligeramente contaminada con H4.

En algunos casos la histona H3 recuperada por cromatograffa en
Bio-Gel P-10 se sometid a ulterior purificacidn por cromatografia en

Bio-Gel P-100 con objeto de eliminar los restos de contaminantes.

La:combinacibén de estos procedimientos permite disponer de un mé-
todo eficaz para obtener la histona H3 de S.cerevisiae, con el suficien
te alto grado de pureza como para poder utilizarla en la realizacién
de los estudios estructurales y de secuencia que se describen a con-

tinuacidn.

3.4.- Datos sobre estructura primaria

En la tabla V se muestra una previsidn del nGmero de restos de
cada aminodcido presentes en la estructura primaria de la H3 de Saccha-

romyces cerevisiae. Se han calculado a partir de los datos del analisis
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FIGURA 15.- Electrofor&sis en gel de poliacrilamida 15%-Urea 2.5 M.

a)
B)

C)
D)

Cromatograffa en Bio-Gel P-10 de histonas totales de S.cerevisiae.

Histonas totales de levadura.

22 Pico de la cromatografia en Bio-Gel P-10 de histonas totales de
levadura (H2A + H2B).

38E pico (H3).

42 Pico (H4).
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FIGURA 16.- Electroforésis en gel de poliacrilamida 15%-Urea 2.5 M.

A)
B)
C)

D)
E)

Cromatograffa en Bio-Gel P-10 de histonas ricas en arginina de

S.cerevisiae.

Histonas totales de levadura.

Histonas ricas en arginina de Levadura.

1%L pico de la cromatografia en Bio-Gel P-10 de histonas ricas en
arginina,

22 Pico (H3).

3%L pico (H4).



TABLA V.

PREVISION DEL NUMERO DE RESTOS DE AMINOACIDOS EN LA CADENA DE LA

H3 DE SACCHAROMYCES CEREVISIAE.

H3-S.c. (%) H3-S.c. (n%) H3 (T.t.)
Asx 4,4 : 6 5
Thr 6,4 9 10
Ser 6,0 8 5
Glx 11,6 15 15
Pro 4,4 6 6
Gly 5,9 8 7
Ala 12,4 17 18
Cys 0 0 2
val 4,5 6 3
Met 4] 0 2
Ile 7 7
Leu 9,2 12 12
Tyr 2,1 3 3
Phe 3,6 5 4 .
His 1,5 2 2
Lys 9,9 13 13
Arg. 13,2 18 18

(1) (2)

(1) Material purificado en Bio-Gel P-100

(2) Delange y col.1972.
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de aminodcidos (Tabla IV). En el cdlculo se ha supuesto una longitud
de 135 restos de aminodcido para la gadena, basédndose en la identidad

de peso molecular con su homéloga de timo (Ferndndez, 1979).

Resulta especialmente llamativa la ausencia de cisteina y metio-
nina en la H3 de Levadura, tanto més cuanto se habfa intentado dar
una implicacidén bioldgica a las cisteinas de la H3. (Debange y Smith,
1975). De los datos de la tabla V puede deducirse gue existe sustitu-
cifn de unos 6 restos de aminoicido que son : Cys (2), Met (2), Ala (1),
y Thr (1) en timo de ternera y Ser (3), Gly (1), Asx (1) y Phe (1) en
Saccharomyces cerevisiae. De las posibles sustituciones efectuadas duran
te la evolucidn la mayorifia son consermativas y sflo quizi la desapari-
cidén de un resto de Phe podria esperarse que alterara el comportamien-

to funcional de la H3.

Estos datos parecen sugerir una gran similitud en las secuencias
de ambas H3. Para confirmar esto se realizaron dos andlisis por 21 mé-
todo de degradacidn secuencial de Edman a partir del extremo N~termi-

nal de la H3 de S.cerevisiae.

Se llevaron a cabo sobre 400 nmoles de la protefna intacta consi
guiéndose 27 ciclos de degradacién. En el primer anilisis solo se con-
siguid llegar hasta el residuo nGmero 18 debido al bajo rendimiento;
posiblemente por la existencia de un resto de Pro en la posicidén 16 que

rompe su enlace peptidico con mayor dificultad.

Los resultados de la degradacifn se muestran en la tabla VI en
que también se representa la secuencia del fragmento homélogo de la H3
de timo de ternera observdndose la identidad total de ambos. El rendi-

miento repetitivo fue del 88,1% referido a la Alanina (274 nmoles en
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el residuo nGmero 1 y 15 nmoles en el residuo nlimero 24).

A la vista de los resultadoé obtenidos se deduce la pr&ctica iden
tidad de la secuencia de la histona H3 en los dos materiales de traba-
jo utilizados. La H3 de Levadura y la H3 de timo presentan sin embargo
diferencias en su comportamiento electroforético y en su extraccién con

disolventes orgdnicos, seglin se ha visto anteriormente.

Todo esto justifica el interés de realizar un estudio estructural
de ambas proteinas con el fin de aclarar sus semejanzas y diferencias;
pues ademis el conocimiento estructurales la mejor via inicial de acce

s0 al conocimiento de la funcidn.

3.5.- Estudio estructural.

Se realizd por combinacidén de técnicas espentwfotométricas (espec
trofotometria de absorcidn, de diferencia y dicroismo circular), segfn
se ha descrito en la parte experimental. Los experimentos se realiza-
ron simult&neamente con las histonas H3 de timo y levadura, encontran-
dose gran similitud de resultados. Algunos experimentos, que para su
discusibén necesitaban el conocimiento de la secuencia de la proteina,
se realizaron Gnicamente con la H3 de timo de ternera; pero s2g@in se ha
visto la homologfa de secuencias es muy grande y los resultados son

perfectamente extrapolables.

El estudio se centra en las variaciones de absorbancia y dicrois-
mo de dos tipos de cromdforos fundamentalmente. En el ultravioleta pr
ximo (350-260 nm) son las tirosinas, de las que existen 3 restos en la
cadena de la H3, las estudiadas; el trabajo es facilitado por la ausen

cia de triptdfano. En el ultravioleta lejano (250-195 nm) es el enlace

.
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peptidico el principal croméforo .y su estudio nos proporciona bisicamen

te informacién sobre la estructura secundaria de la proteina.

3.5.1. Estructuracidn del entorno de las tirosinas.

La figura 17 corresponde a los espectros de absorcifén de ambas H3
para los dos valores extremos de fuerza ib6nica utilizados: HZO' pH 6,6
y en KF 0,23 M, pH 6,6. El desplazamiento del m&ximo de absorcidn hacia
longitudes de onda mas altas es compatible con un proceso de estructu-
racién de las histonas, inducida por un aumento de fuerza ibnica, gue
se traduce en la transferencia de residuos de tirosina hacia un entor-

no hidrofdbico.

Este hecho gueda mucho mds claro con la observacidn de los espec
tros de diferencia, obtenidos por comparacién, en espectrofotémetro de
doble haz, de la H3 en diversas condiciones de fuerza idnica frente a
un patrdn de proteina, de la misma concentraci®n, en agua. De este mo-
do las variaciones observadas corresponden finicamente a cambios en el
entorno de las tirosinas. La figura 18 muestra que el incremento del
coeficiente de extincién a 286 nm producido al pasar la proteina de
agua a pH 6,6 a un medio que contiene KF 0,23 M es mayor que 700 M'lcm-l
valor calculado para la transferencia de un croméforo fendlico desde

un medio acuoso al interior de una proteina (Donovan, 1969). Esto ocu-

rre tanto en timo como en levadura.

El valor de A€?86 aumenta de modo hiperbdlico con la fuerza iéni-
ca en ambas histonas (Figura 18). Aunque la curva correspondiente a la
histona de timo de ternera difiere de la de levadura. La representacién

grifica de los datos en forma de dobles inversos (1/Ar frente a 1/ [KF])
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FIGURA 17.-~ Espectros de absorcidn de:
A) Histona H3 de S.cerevisiae (3,823 x 107 M) Y
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FIGURA 18.- Espectro de djferencia en KF OL%J M. pH 6.6 de la histona H
de S.cerevisiae (---,3.83 x 10 "M) y de timo de ternera (-—
5.82 x 107°M). Variacién del coeficiente de extincifn de am
bas histonas, con la fuerza 16nica representada por la cnn
centraci6n. de FK. -
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que se ofrece en la figura 19, pone de manifiesto que el estado de m&-
xima estructuracifn para ambas histonas es idéntico en lo que se refie
re a la hidrofobicidad del entorno de los residuos de tirosina. La coin
cidencia de las ordenadas en el origen de ambas rectas asi lo atestigna.
A pesar de esto la H3 de timo estd mas estructurada a concentraciones
de KF bajas (Fig. 18). A partir de las rectas de la fiqﬁra 19 ée pueden

calcular unas constantes de afinidad que valen: K= 24,6 M—l para timo

de ternera y K= 11,6 M—l

para Saccharomyces cerevisiae. El1 cdlculo se

realiza a partir de la interseccidn de las rectas con el eje de abcisas
Y su significado se discutir8 posteriormente. A partir de la ordenada

en el origen de las rectas de la figura 19, se puede determinar el va-
lor de 65286 maximo para ambas histonas. Este valor es de 1280 M_lcm"1
intermedio entre el esperado para el paso de una y dos tirosinas desde
un entorno polar a uno hidroffbico. Existen varias posibilidades para

la justificacién de este Ae observado, como que: a) Una tirosina se es
tructura totalmente y otra solo parcialmente; b) que sean dos las tiro
sinas que lo hacen de un modo parcial:; y c¢) que afin en agua una tirosi
na esté en un entorno parcialmente hidrofdébico y la estructuraéién med i

da sea a partir de esta situacidn, con las dos posibilidades a) y b) vy

podria llegarse asi a dos tirosinas totalmente estructuradas.

Cuando una tirosina, que se encontraba inicialmente en contacto
con el disolvente, pasa a encontrarse en un entorno apolar, como conse
cuencia de la estructuracibdn de la protefna, no solo ocurre un despla-
zamiento hacia el rojo del pico de absorbancia. También es probable
que aparezca una banda de dicroismo, pues un cromdforo simétrico, como

es la tirosina, adquirird anisotropia debido al entorno asimétrico en
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que se encuentra. La figura 20 muestra efectivamente, los espectros de
dicroismo circular, en la zona del ultravioleta pré6ximo, inducidos por
la adicidn de sal al medio. Se observa en la figura dque ya existe una
cierta anisotropia, tanto eﬁ timo con en levadura, cuando la protefna
se disuelve en H,0 a pH 3,5, lo cual estaria de acuerdo con la 32 hipd
tesis antes citada. En ias condiéiones mas estructurantes, KF 0,21 M,
la elipticidad alcanzada, para una longitud de onda 270-275 nm (pico

de absorcidn de tirosina), tiene un valor aproximado de

2000 grados x cmz/dmol prot_tanto para timo como para levadura, que co
rresponde a la estructuracién de una nica tirosina (Sears y Beychock,
1973), resultado bastante coherente con el obtenido a partir de los es
pectros de diferencia. Al igual que ocurria con la variacidn del coefi
ciente de absorcidn, la variacién de elipticidad con la fuerza idnica

también sigue una cinética hiperbdlica, segfin se muestra en la figura

20, observindose tambié&n que con los valores de fuerza idnica alcanza-

dos, ya se ha conseguido la estabilizacidn de la gr&fica.

3.5.2.- Valoracidén de las tirosinas.

La variacién de absorbancia o elipticidad de un cromé6foro simétri
co como la tirosina es debida fundamentalmente a la influencia de las
cadenas de aminodcidos que se encuentren espacialmente préximas como
consecuencia de la estructuracién de la protefna. Es de esperar, seg(n
esto, que la estructuracidn esté asociada con una mayor o menor accesi

bilidad al medio del grupo funcional de la tirosina.

Esto sugiere la posibilidad de investigar la estructuracién de la

proteina estudiando la accesibilidad de las Tirosinas al medio median-
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FICURA 20.- Espectros de dicroismo circular, en la zona de ultravioleta

préximo (250-300 nm) de: A) H3 de S.cepevisiae (3.83 x 1079M
y B) H3 de timo de ternera (5.82 x 107°M). Realizados en
agua a pH 3.5 (--- )} y en KF 0,21 M pH 6 ( ). Variacién
de la elipticidad molar en °.cm/dmol en funcibén de la fuer
za idnica.
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te la variacidn del pH, en condiciones en las cuales la proteina se en
cuentre totalmente estructurada. Esto se consiqgue para valores 0,2 M

- de RF en el medio segfin se comprueba en las figuras 18 y 20.

En la figura 21 se muestran los espectros de absorbancia de H3 de
timo y H3 de levadura en KF 0,2 M; uno para pH aproximadamente neutro
y el otro préximo a 11. No puede alcanzarse un pH superior a 12, en niﬁ
glin caso, porque se produce la precipitacidn de ambas H3, posiblemente
coincidiendo con la pérdida de carga de las argininas presentes en la
molécula. Se observa en la figura un gran desplazamiento del espectro
que corresponde a la aparicidn de los picos de absorcibén de tirosinato,
pero. es mucho mas clara la representacidn de los espectros de diferen-

cia.

En la figura 22 se representan los espectros de diferencia a pH
9,5, que es el primer valor de pH en que se observa la presencia de ti
rosinato, y el correspondiente al m&ximo pH alcanzado. Los picos a 245

nm y 295 nm corresponden a las transiciones lLa V4 lLb del tirosinato,

-1 -1

siendo el Ase medido de 5000 M "cm ~; que corresponde a 2 restos de

295
tirosina que se hubiesen ionizado por mol&cula. El A£29; para la tran-

sicién de 1Tyr a Tyr es de 2500 M ‘cm™ ! (Donovan, 1969 b).

Este resultado es totalmente similar para ambas H3, siendo pues,
2, las tirosinas que permanecen accesibles al medio cuando la proteina
se encuentra estructurada. Estas 2 tirosinas no deben ser iqualmente
accesibles, si, como hemos supuesto, no se encuentran en un entorno si
milarmente estructurado. Se observa efectivamente esta diferencia en
la representacién de A295 frente al pH, figura 23, que supone una tipi

ca curva de valoracidn de tirosina. A partir de la gridfica es posible
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FIGURA 21.- Espectros de absorcién,_gn funcién del pH, de: A) H3 de

s.cerevisia? (3.26 x 10 M) y B) H3 de timo de ternera
(4.98 x 107°M). Realizados en KF 0,21 M; (1) pH 6.8, (2)
pH 10.75.
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FIGURA 22.- Espectros de diferencia, en funcién del pH, realizados en
- KF 0,21 M. Histona H3 de S.cerevisiae; pH 9,5 (---) y pH
11,3 (=+="=<~- ). Histona H3 de timo de ternera; pH 9,7 (—)
y pH 11,7 (— — —). :
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calcular, en el caso de Levadura, .los valores del pK de la transicifn

siendo de 9,6 y 10,9 para las dos tirosinas que se llegan a valorar an
tes de que la proteina precipite. La 32 tirosina, que no se valora, se
ria asf{ la que anteriormente hemos visto que debe de encontrarse en un

entorno totalmente apolar en KF 0,2 M.

Respecto a las 2 tirosinas, que si se valoran, una estaria parcia£
mente estructurada en esas condiciones y presenta un pK‘relativamente
alto, 10,9, por estar en un entorno parcialmente apolar. La otra se
encontrarfa no estructurada y relativamente accesible al medio, conser

vando su valor normal de pK.

Es posible confirmar estos resultados analizando el dicroismo cir
cular en las longitudes de onda en que absorben tirosina y tirosinato.
En las figuras 24 y 25 se representan los espectros de dicroismo circu
lar, para ambas H3, a tres valores distintos de pH. Es interesante que
tanto en timo como en levadura el valor de la elipticidéd a 270 nm, que
corresponde al miximo de absorcién de Tirosina, no sufre variacién con
el aumento de pH, lo cual es l6gico si suponemos que es debido a la Ti
rosina que se encuentra en un entorno totalmente estructurado- er. KF Q,2
M (figura 20) y que debe ser, por tanto, la que no se valord. Si se
aprecia, en cambio, a 250 nm y 290 nm un aumento, positivo en el 188
caso y negativo en el 22, de la fuerza rotacional que estd asociada a
los dos midximos de absorcién del tirosinato, que o bien sufre un cam-
bio de entorno asociado a la valoracidn o ya es intrinsecamente anisd

tropo en su entorno.

Los datos obtenidos hasta el momento nos conforman una imagen es-

tructural muy similar para ambas H3, pero centrada en la situacidn y
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Absorbancia a 295 nm en funciédn del pH de las histonas H3
de S.cerevisiae (3.26 x 107> M, ----) y H3 de timo de ter
nera (4.98 x 10-5 M, }. Curva de valoracién de tirosi

nas.




(6]

260 280 300

Longitl;d de onda {(nm)

FIGURA 24.- Curvas de dicrofsmo circular, en el ultravioleta préximo,

de la histona H3 de S.cerevisiae (3.47 x 10~2M) en KF 0.2M.

A) a pH 6,6, B) a pH 10, C) a pH 10.9.
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FIGURA 25.- Curvas de dicroismo circular, en el ultravioleta préximc

histona H3 de timo de ternera (5,37 x 10 °

y en funcibn del pH.
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cambios conformacionales del entorno de las 3 tirosinas, existentes en
cada molécula, que son los cromoforos que absorben en la regidén del ul
travioleta pr6éximo. Se purede conseguir.una informacién complementaria
a esta por anilisis espectrofotométrico de la H3 en la regién del ul-
travioleta lejano, que proporciona datos referentes a la estructuracidn
global de la proteina:'éiendo el’enlace peptidico el cromoforo que ab;

sorbe en esta regidén del espectro.

3.5.3.- Estructuracidn global con la fuerza iénica.

En las figuras 26 y 27 estin representados los espectros de dicrois
mo circular en el ultravioleta lejano de las H3 de levadura y timo,
respectivamente. Corresponden a la proteina en agua pH 3.5 y en KF 0,21
M pH 6, condiciones para las cuales la H3 se encuentra en su estado de
minima y mdxima estructuracién respectivamente. Los valores de las con
tribuciones de a-helice, hoja-R y cadena estadistica a la estructura,
calculados segfin el método de Greenfield y Fasman (1969) estdn repre-

sentados en la tabla VII.

TABLA VII.- Tantos por ciento de cada tipo de estructura.

H3 S.c. ___H3 T.t.
(1) (2) (1) (2)
a-hé&lice 18 31 13 24
hoja-8 0 0 2 4
Cadena estadistica 82 69 85 72
(1) HZO' pH 3.5

(2) KF 0,2 M, pH 6



-16

1 1 1 1 j -

200 220 240
Longitud de onda (nm)

FIGURA 26.- Curvas de dicroismo circular, en el ultravioleta lejano
(195-250 nm) de la histona H3 de S.cerevisiae (3.83 x IO_SM).
Realizadas en: .aqua a pH 3.5 (----) y en KF 0,21 M pH 6

(
6ptimo realizado $egfin el método de Greenfield y Fasman.

). Los puntos representados corresponden al ajuste
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FIGURA 27.- Curvas de dicrofsmo circular, en el ultravioleta lejano ‘
(195-250 nm), de la histona H3 de Timo de ternera (5.82 x
5

107° M). Realizadas en agua a pH 3,5 (----) y en KF 0,21 M
pH 6 ( ). ‘
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Los valores de estructuracidn alcanzados son similares para ambas
H3, sobre todo si tenemos en cuenta la proporcién de cadena estadfsti-
ca remanente. Un 30% de los restos de amino&cido, en ambas H3, han ad--
quirido estructura en las condiciones del experimento. La hoja-8 se en
cuentra normalmente asqciada con‘fenémenos de agregaci6n molecular y
esto puede explicar la pequeita diferencia existente entre ambas protei
nas puesla agregacidn dependeri de la concentracién de proteina a que

se haya realizado el experimento.

Es interesante destacar el alto grado de estructuracidén (15-18%)
que presenta la H3, en condiciones tan desfavorables como agua destila
da a pH 3.5. Esto podrifa estar relacionado con la fuerte asimetria es-
tructural de las histonas, en las que la zona C-terminal de la molécu-
la presenta la mayorfa de los residuos hidrofébicos y es de esperar que
se encuentre estructurada en condiciones incluso muy desfavorables, no
siendo necesario el apantallamiento previo de las cargas existentes en
la cadena por la accidn de la fuerza idnica del medio. También es com-
patible este resultado con las hip6tesis que se planteaban sobre la es

tructuracidn de las tirosinas.

El aumento de elipticidad, con la fuerza idnica, a 220 nm es de
tipo hiperb6lico segfin se aprecia en la fiqgura 28-A. La @1220 es fun-
cidén de la estructura alcanzada por la protefna y la gr&fica resulta
ser de forma similar a la que se obtenia para las tirosinas (Fig. 18).
No es posible en este caso la representacidn de dobles inversos, con
el fin de calcular una constante de afinidad. Esto es debido al eleva-

do ruido que presenta la medida de la elipticidad a estas longitudes

de onda; siendo los resultados representados gri&ficamente, mucho menos
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precisos que en el caso de medir incrementos en el coeficiente de ex-

tincidén.

pada la similitud de ambas grdficas es interesante comparar ahora,
aunque solo sea de un modo semicuantitativo, los valores de fuerza i6-
nica que son necesarios para conseguir la estructuracidn. En la fiqura
28 B y C se han representado, a distintos valores dé fuerza ibnica, los
porcentajes de estructuracidén con respecto a la mixima estructuracidn
adquirida por la protefina. Para esto se han elegido los valores de
[Q220 para la estructuracién global de la proteina y los de AEZSG para
la reordenacién del entorno proteico de las tirosinas.

De la figura se deduce que, tanto en levadura como en timo, se es
tructura con mayor facilidad, menor fuerza idnica, el entorno de las
tirosinas, responsable del Aeyggr que el conjunto de la protefna, repre
sentado por la aparicidn de elipticidad a 220 nm. Asfi, por ejemplo, en
el caso de la H3 de levadura para una concentracidn de KF 0,05 M ya se
ha consequido un 50% del AE286 maximo esperable, siendo necesaria en
cambio una concentracidén de KF 0,075 M para el mismo incremento de
bbzo. Este hecho parece sugerir que la proteina no se reestructura en
un Gnico paso y que distintas partes de su cadena lo hardn con distin

ta facilidad.

3.5.4.- Cinética de la estructuracidn.

Para justificar la distinta estructuracidn resefiada en la figura
28 caben distintas posibilidades, y es interesante para analizar mejor
este hecho estudiar l; cinética de la transformacidn que ocurre al po-
ner la proteina en condiciones estructurantes. Es posible que el cam-

bio . conformacional ocurra segin un modelo "todo o nada" para el conjun
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to de la proteina o bien que no todas las zonas de la proteina se es-

tructuren con la misma velocidad.

Cuandc la histona H3 se pone en condiciones estructurantes (KF
0,2 M) ocurren, segGn se analizd en la introduccidén, dos tipos de fend
menos: un cambio ripido, pricticamente instant&neo y que solo es posi-
ble medir por extrapolacién a tiémpo cero y un éambio lento, que se su
pone asociado con la aparicidén de estructura B(Li y cocl., 1972) y que
tarda un tiempo mas o menos largo en completarse. Estas transiciones
han sido ya descritas para la H3 de timo de ternera por influencia de

diversas concentraciones de fosfato (D'Anna y Isenberg, 1974).

En el experimento, que a continuacién se describe, se utilizé la
H3 de timo, en la que se habfia detectado la presencia de estructura 8
(Tabla VII) y se siguid la estructuracidn mediante la medida de AEZBG
y @]220. Las medidas se llevaron a cabo hasta llegar a una estabili-
zacibén del valor alcanzado, y los resultados se muestran en la tabla
VIII y figura 29 en que se observa que la transformacidén se ha comple-
tado a 100 y 180 minutos respectivamente; alcanzando la magnitud del
cambio valores similares a las medidas en los experimentos representa-
dos en las figquras 18 y 26, donde la estructuracidn conseguida es suma

de la correspondiente a los cambios lento y ripido.

Los datos de la cinética, tabla VIII, son susceptibles de trata-
miento matemdtico para linearizarlos y a partir de aqui obtener el va-
lor de una constante de tiempo (Li, 1978) segfin la ecuacién:

DX (£ =, M) = BX (80) | <ty

AX (t =,A) = AX (t,,))
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en donde AX representa el aumento de la magnitud 8ptica estudiada

(8€ 506 6(ﬂ220) vy & , constante de tiempo del proceso, tiene el signifi-
cado ffisico del tiempo necesario para conseguir un 63% de forma estruc
turada. Esta constante de tiempo puede relacionarse con una constante

cinética aparente segln la ecuacibn:

1 _ 1 .
?g— = —;— (Kapp) siendo

4 K. (H,) y donde se ha supuesto el siguiente modelo: Las

Kapp = K23 i
proteinas, que se encuentran parcialmente estructuradas, sufren una
transicidén ré&pida, al adicionar sal, en que se estructuran de un modo
asociado a una dimerizacidn. A continuacién se produce una transicidn
mucho m&s lenta en que se forma estructura B entre los dos componentes
del dimero. Ki es la constante de equilibrio para el cambio répido,

K23 la constante cinética del cambio lento y H, la concentracién de pro

teina.

La figura 30 corresponde a la representacién logaritmica de la
ecuacidn anterior y, a tiempos cortos, se obtienen unas rectas de las
cuales a partir del valor de la pendiente se obtiene una constante de
tiempo'é para la organizacién de las tirosinas de 54 minutos y de 155
minutos para la organizacién global de la proteina. Es evidente la
diferencia entre ambos tiempos de organizacidn, lo cual nos descarta
que la transicidn del cambio lento corresponda a un modelo todo o nada,
sino que los distintos dominios de la protefna se estructuran progresi
vamente, lo cual estd en perfecta consonancia con el resultado antes
descrito (Figura 28 B y C) de que no son necesarios los mismos valores
de fuerza ibnica para ambas transiciones. Del mismo modo puede deducir

se que las transiciones, que presentan en todo caso una
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cinética hiperbdlica, no se realizan de un modo cooperativo ya que la

estructuracidén no parece tener lugar seglin un proceso "todo o nada".

3.5.5.- Estructuracién global con el pH.

Otro aspecto importante para comprender la funcién de la histona
H3 es, desde el punto de vista dé su comportamiento estructurai, el co
nocimiento de la influencia que el pH del medio puede tener en la es-

tructura adquirida por la proteina.

Anteriormente se han descrito experimentos en los que se variaba
el pH del medio, pero siempre eran realizados de forma que la proteina
se encuentre en condiciones estructurantes, por la presencia de concen
traciones suficientes, 0,2 M, de KF en el medio. De esta forma se rea-
lizaba la valoracién de los grupos ionizables que, en la proteina estruc

turada, quedaban accesibles al medio.

En el experimento que se describe a continuacibn, realizado con
H3 de timo, a la protefina disuelta en agua se le afaden cantidades cre
cientes de NaOH de forma que se incremente el pH del medio sin hacerlo
apreciablemente la fuerza ibnica. El cambio conformacional conseguido
se siguid por dicroismo circular en el ultravioleta lejano de forma
que los enlaces peptidicbs, que forman parte de nna porcidn de protei-

na estructurada, sean los responsables de la elipticidad medida.

Las curvas obtenidas se analizaron por el procedimiento de Green-
field y Fasman (1969) y los resultados se muestran en las figuras 31 y
32 en las que es patente la existencia de una transicidén estructural.
El dicroismo circular no puede demostrar inequfvocamente la existencia

de estructura B pero es de destacar que Gnicamente suponiendo la exis-
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tencia de estructura B es posible consequir un buen ajuste tedrico de

las curvas.

Los resultados se visualizan mucho mids claramente en la figura 33
en que estin representados los porcentajes de las 3 estructuras analiza
das en funcién del pH siendo los aspectos mas destacables los que se
describen a continuaciéﬁ: - '

La disminucidn de la proporcibén de cadena estadistica es constan-
te en todo el rango de pH estudiado, de modo que entre pH 3 y 12 adquie
ren estructura un 25% de los restos de aminoicido de la proteina. Has-
ta pH 10 se transforma fundamentalmente en hélice a, que se incrementa
en un_ 7%, y cuya proporcidn se mantiene constante entre pH 9,5 y 11,5
para disminuir bruscamente a partir de este pH en un 4%. La proporcidn
de hoja-f no aumenta practicamente hasta pH 9,5, ﬁanteniéndose en un 4%
empezando entonces a hacerlo, presumiblemente a costa de la cadena esta
distica, es posible que a partir de pH 11,5 el aumento sea tambiédn a
costa de la desaparicidn de hélice a, alcanzindose un valor final del
23% de hoja B. No fue posible realizar medidas a valores de pH superio
res a 12 como ya se ha indicado anteriormente.

A partir de los valores de pH de los cambios observados y dada la
composicién quimica de la H3, una hipdtesis sugerente que los explica-
ria es el que estén asociados con la valoraci®dn de las cadenas lateraleg
de lisina y arginina presentes en la molécula, cuyos pKa estarfan modi
ficados respecto a los de los aminodcidos libres. Resulta especialmente

significativa, en este aspecto, la brusca aparicibn de estructura B,

do de la agregacidn inter-cadenas proteicas una vez desapareci-

gas positivas. Esta agregacidén darfa lugar, a pH superiores

& precipitacidn de la H3, ya descrita.
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La estructura que adquiere la H3 como consecuencia de la pérdida
de carga de sus grupos ionizables es de un tipo radicamente distinto
a la que se consegufa mediante aumznto de la fuerza if6nica (tabla VII).
El apantallamiento de las cargas por la accidn de los iones del medio
supone una compactacién de la protefna con formacidén predominante de
a-hélice (hasta un 24%): En cambib la eliminacién de esés mismas cargas
por incremento del pH provocd interaccién de tipo hidrofébico entre las
cadenas de moléculas diferentes con formacidn de estructura B (hasta un

23%) pero sin que desaparezca totalmente la a-hélice (un 11%).

3.5.6.- Estructuracidn inducida por etanol.

El estudio del comportamiento estructural de la histona H3 ademés
de permitirnos una aproximacidn al mejor conocimiento de su funcidn
puede explicar el comportamiento de la proteina en diversas condicio-
nes de trabajo. Fuerza idnica y pH son factores que influyen de un mo-
do natural en los medios fisioldgicos; hay otro factor gue aungue no
estd asociado a la funcionalidad de las protefnas de un modo natural
si es significativo en este caso concreto. Se trata en particular de
la utilizacidn de disolventesapoclares en los medios de extraccidn,
que es un método casi general en la obtencidn y preparacidén de histo-
nas. Asi por ejemplo, en el método de Johns, descrito en la parte expe
rimental, juegan un papel destacado una extraccién con Etanol 80%-HCI
0,25 y una didlisis frente a etanol absoluto. No se han realizado préc
ticamente estudios del efecto de los disolventesapolares en las pro-
teinas y concretamente del etanol, en parte debido a que la mayoria de
las proteinas son insolubles en etanol. Las histonas ricas en arginina

son en cambio solubles y esto justifica el interés de estudiar mejor es
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te comportamiento.

Siempre se ha tenido la idea del etanol como un agente desnatura-
lizante y precipitante de prateinas, aunque su mecanismo de actuacidn
ha sido poco estudiado (Timashoff, 1970; Jirgensons, 1978). Hoy es un
hecho conocido que el etanol induce la formacién de estructuras alta-
mente ordenadas con alto contenidos en estructuras a y B . La elevada
carga de las histonas ricas en arginina puede ser la responsable de que
estas sean relativamente solubles en etanol y el que este se utilice
como medio selectivo de'extraccién. Esto planted el problema de hasta
qué punto las histonas extrafidas por este procedimiento se han desnatu
ralizado de un modo irreversible y si los estudios realizados con pro-
teinas aisladas de este modo son significativos del comportamiento del

material real "in vivo".

En el experimento realizado,a las histonas H3 de timo y levadura,
disueltas en HCl 0,25 , se ha anadido cantidades crecientes de Etanol
90%~HC1 0,25Ncon objeto de ir incrementando la concentracidén de etanol
sin alterar la de HCl. La estructuracidén de cada proteina se siguid
por dicroismo circular en el ultraviocleta lejano y los resultados se
muestran en la figura 34. En las condiciones del experimento no puede
alcanzarse una concentracién del 80% en etanol pues ocurre una precipi
tacidén parcial, no controlable, de la H3 y es imposible, por consiguien

te, calcular los valores de elipticidad.

Para ambas H3 se aprecia un alto grado de estructuracidn por efec
to del etanol que debe concretarse en un aumento de la proporcidn de
estructuras a y B segGn los valores de @520 que se representan. La tran

sicidén debe ser parcialmente cooperativa como se desprende de la exis-
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tencia de una cinética sigmoidea y es mayor la estructuracidn alcanza-
da por la H3 de timo que por la de levadura. Esta diferente estructura
cidn, inversa a la inducida por fuerza idénica, puede ser responsable
de la distinta capacidad de solubilizacidn que muestran las dos H3 en
el procedimiento de extraccidn de Johns, con un rendimiento muy infe-

rior en el caso de la ﬁj de levadﬁra.

En conclusidn los tres agentes analizados: concentracidn salina,
incremento del pH y adicidén de etanol al medio, se muestran capaces de
inducir una estructura mis organizada en ambas H3 con resultados muy
similares para ambos, el tipo de estructura alcanzada depende del tipo
de agente utilizado. Los factores que intervienen en cada uno de los
casos son diferentes y es interesante discutirlos a la vista de la com
posicibén de aminodcidos y la secuencia lo cual se hard en el apartado

siguiente.
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4.~ DISCUSION

La identificacidén de las diferentes histonas ha planteado histdé-
ricamente una serie de dificdltades, debido , fundamentalmente, a la
ausencia de una funcién especifica que permita distinguir inequivoca-
mente entre las diferentes fracciones. Johns (1971) sistematizd una
serie de criterios que, como se ha apuntado en el apartado 1.1, permi-
ten una clasificacién de las histonas de timo de ternera en hase a
propiedades como la composicidén y la movilidad electroforética.

La conducta de las diferentes fracciones de histona frente a los
distintos métodos de fraccionamiento aporta también valiosos datos
en cuanto a su identificacidén. Por ejemplo, dos caracteristicas de 1la
histona H3 de timo de ternera -citadas por Johns (1971) como exclusi-
vas- son la presencia de cisteina y la precipitacidn cuantitativa por
dialisis de los extractos en EtOH-HCl frente a etanol absoluto.

En el primer estudio sistemdtico sobre el fraccionamiento de
histonas de S.cerevisiae, Franco y col. (1974) encontraron que, en las
condiciones descritas por Johns (1964) para el aislamiento de la his-
tona H3 de timo de ternera no precipitaba ninguna proteina por diali-
sis frente a etanol absoluto, a no ser que se partiera de extractos
con etanol-HC1l mAs concentrados de lo habitual. Pero el escaso preci-
pitado formadn en este caso no contenia cisteina.

Por otra parte, el material recuperado del extracto en etanol-
HC1 después de separar la histona H4 migraba como una finica banda en
geles de poliacrilamida al 20% y su composicidn era parecida a la de
la histona H2A. Por estos motivos, se constatd en aquel momento que

no era posible poner de manifiesto la presencia de H3 en levadura.



El presente trabajo pone de _manifiesto la presencia de H3 en
levadura. La identificaci®én es posible, fundamentalmente, gracias a
los trabajos de secuenciacién descritos en el apartado 3.4. Dada la
conservatividad de la histona H3 (Isenberg,1979) dichos resultados,
junto con los de las tablas IV y V , permiten una identificacifn se-
gura. Por otra parte se ﬁuede obséfvar que la histona H3 de levadura
no posee cisteina (tablas IV y V) y que su movilidad electroforética
en geles de poliacrilamida al 20% coincide con la de la histona H2A
(figura 5). Incluso, cuando el tiempo de desarrollo no es largo se
confunden las bandas correspondientes a H2A yH3 de levadura, aun en
geles de poliacrilamida al 15% en presencia de urea (vease apartado

3.2.).

A pesar de la identidad de las secuencias N-terminales (tabla
V1) y de la semejanza de composicidn (tablas IV y V) entre la histo-
na H3 de timo de ternera y levadura, ambas histonas se comportan de
modo diferente en varias de las té&cnicas de separacién -analfticas o
preparativas- empleadas. Asf{, por ejemplo, sus movilidades electro-
foréticas son distintas (figura 10). Esta diferencia no se debe a
variaciones en el peso molecular (Fernindez, 1979) y las previsiones
de la tabla V parecen contradictorias con el hecho de que la H3 de
levadura tenga una movilidad mayor que su homologa de timo. En efecto,
a igualdad de nGmero de residuos bisicos, la histona de timo posee 20
residuos dcidos mientras que la de levadura posee 21. El hecho de que,
a pesar de ello, la H3 de levadura tenga mayor movilidad - lo que im-
plicaria una carga positiva mayor- puede explicarse si la proporcién

de - amidas es menor en el caso de la H3 de timo de ternera, Esta ex-
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plicacién estaria de acuerdo con la conducta semejante de ambas his-

tonas en cromatograffas de exclusidn (figuras 5 y 13).

Resulta mis dificil de explicar el diferente comportamiento de
ambas histonas en la extraccién con etanol-HCl y en la precipitacidn
con etanol absocluto. Las_diferencias cuantitativas en el grado de es-
tructuracién inducido por el etanol en ambas histonas (figura 34)
puede apuntarse como una posible causa, aunque, por el momento no
sea posible decidir sobre la naturaleza de la relacién causa-efecto.
No obstante, los experimentos recogidos en el apartado 3.5.6 consti-
tuyen una via de aproximacidn al problema que se describe en esta me-

moria por vez primera.

Seg(in se prevee en la tabla V, las variaciones entre las histo-
nas H3 de timo de ternera y S.cerevisiae afectan a un minimo de 6 po-
siciones. Ninguna de las sustituciones se encuentra en la regidn N-
terminal (tabla VI). Este hecho parece hablar en favor de la importan-
cia de dicha regién en la molécula. Algo semejante ocurre en la histo-
na H4, en la cual las sustituciones detectadas hasta la fecha se en-
cuentran en la regidn C-terminal (Isenberg,1979). Por el contrario en
las histonas H2A y H2B, la mayor parte de las variaciones evolutivas
tienen lugar en el dominio N-terminal (Isenberqg,1979). Este hecho pue-
de tener relacidn con el distinto papel que se atribuye a los extre-
mos N-terminales de las histonas. En efécto, las histonas H3 y H4,
que se unen fuertemente al DNA nucleosomal, lo hacen a través del
extremo N-terminal y esa unién- es ya capaz de engendrar un vestigio
de la estructura nucleosomal (Camerini-Otero y c¢o0l.1976;: Sollner-Webb

Yy col, 1976) mientras que los extremos N-terminales de las histonas
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H2A y H2B se unen mds débilmente al DNA (Felsenfeld,1978). La investi-
gacidn presente aporta datos a este respecto, por cuanto, por primera
vez, ha permitido constatar la constancia N-terminal de la histona H3

en eucariontes unicelulares.

Se plantea en esie_momento ;a cuestidén de si las variaciones
existentes entre H3 de timo de ternera y de levadura que como ha que-
dado apuntado tiene lugar en la regibén C-terminal, es decir, la que
adquiere estructuracidén en condiciones fisiolégicas, son de entidad
suficiente como para que difieran las estructuras terciarias de dichas
histonas. Esta cuestifn es de interés por cuanto, como se ha apuntado
en el apartado 1.3., la especificidad de las interacciones H3-H4, que
es una propiedad derivada de sus estructuras terciarias, es fundamen-
tal en el mantenimiento de la estructura de la cromatina. Al estudio

de ests problema se dedica la segunda parte de la presente memoria.

El estudio de los espectros de diferencia de las histonas H3
al ir aumentando la fuerza idnica de la disolucibn ha permitido calcu
lar unas constantes para la transicidén estructural a partir de las re-
presentaciones de dobles inversos (figural?), como se ha descrito en
el apartado 3.5.1. El significado flsico de estas constantes es doble;
por una parte pueden considerarse como la constante de afinidad de
las histonas por los fones fluoruro, es decir, la constante de un e-
quilibrio:

H + F —= HF

en el que H representa la molécula de histona y , para simplificar,

no se ha tenido en cuenta la estequiometrfa de la interaccidn.
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Por otra parte, las constantes significan también los inversos
de las concentraciones de KF para las cuales se ha alcanzado el 50%
del cambio de entorno de las tirosinas. Estrictamente hablando, los
espectros de diferencia representados en la figura 18 significan que,
como consecuencia de la adicibén de KF, residuos de tirosina de las
histonas pasan a un ento;no m4&s hiérofébico. Es evidente'que la forma
mis f4cil de explicar esta transicibén es admitir que, como consecuen-
cia d; una estructuracién de las histonas indiicida por un aumento de
la fuerza iénica uno o m&s residuos de tirosina quedan en el interior
de la zona globular. Como se ha apuntado en el apartado 3.5.1, el
valor de Aec m&ximo, comlGn para las dos histonas e igual al esperado
para la transicién de 1.8 residuos de tirosina del exterior de una ca-
dena polipeptidica a una reqgidn interna hidrofébica, permite emitir
tres hipotesis. Teniendo en cuenta que en agua ya poseen las tirosinas
una cierta anisotropfa éptica (figura 20), los resultados pueden in-
terpretarse en t&rminos de la hipbtesis c) . Esto significarfa que dos
tirosinas de las tres de la molécula de histona quedan en posicidn
interqa al estructurarse la histona. A la vista de la secuencia de la
H3 de timo de ternera (tabla IX), es evidente que tales residuos serian
el 54 y el 99. De todas formas, no puede descartarse la hipotesis a)
es decir, que en el estado final exista una tirosina en el interior de
la histona,en un entorno totalmente hidrofébico (que serfa la 99)
otra en el exterior (residuo 41) y la tercera en una situacién inter-
media. Esto es asi, porque el hecho de que un residuo de tirosina pre-
sente dicroismo (figura 20) no significa que se encuentre en un entor-

no hidrofébico. Con todo, si exige que el plano del anillo aromitico
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carezca de- libertad de rotacidn con respecto a alguna carga pr6xima
gue perturbe las componentes eléctricas y/o magn&ticas de su transi-
cibén, consideracifn que-sin excluir la hipotesis a)- hace m&s posible
la ¢). En apoyo de la hipotesis c) se encuentra también el hecho de
que, aun en agua destilada, ambas histonas posean ya una proporcién
de h&lice alfa relativamente altaﬂ(tabla VII) gue podria implicar una

inmovilizacidn del residuo de tirosina 99.

Cabe también preguntarse si la estruturacidn inducida por la
adicién de KF, que repercute en el entocno de las tirosinas es el
punto final del denominado "cambio r&pido" o es resultado de un po-
sible "cambio lento" ({vease apartado 1.4). Ahora bien, el cambio
lento se caracteriza pof la adquisicién de estructura B, en proporcidn
que, al menos en la H3 de timo de ternera puede llegar al 23% (fi-
gura 33) y en las condiciones de pH y concentracidén de histona a que
se ha trabajado en los experimentos recogidos en el apartado 3.5.1
el incremento de estructura beta'provocado por la adicién de KF es
nulo en la histona H3 de levadura y muy escasd en la de timo (tabla
VII). Puede pues, descartarse la aparicién de cambio lento en las
condiciones experimentales utilizadas, al menos en un nivel que al-

tere las conclusiones anteriormente establecidas.

Todavia puede obtenerse otra conclusidn de los experimentos in-
dicados en el apartado 3.5.1. la figura 19 pone de manifiesto que, a
pesar de que ambas histonas posean una constante de afinidad para F~
diferente, el grado de estructuracién final que se alcanza en el en-

torno de los residuos de tirosina es semejante en las dos. Las dife-
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rencias de estructura primaria que se han comentado anteriormente no

influyen, pues, en este aspecto de la estructura terciaria.

Los experimentos recogidos en el apartado 3.5.2 se han realizado
en presencia de KF 0.21 M. A esta coﬁcentracién salina, a pH 6, ya
se ha alcanzado practicamente el miximo de estructuracién en el entor-
no de los residuos de‘tirosina‘(figuras 18 y 20 ). Teniendo ésto en
cuenta se descarta que los cambios espectroscépicos observados como
consecuencia del aumento de pH se deban a variaciones estructurales,
él menos en lo que se refiere a la adquisicibén de estructura tercia-
ria (cambio r&pido). M&s adelante se veri que ﬁo puede excluirse una
posible perturbacién, debida a la aparicibén de cambio lento, en los

espectros de dicroismo.

-~

Los resultados recogidos en la figura 23 ponen de manifiesto
que una de las tres tirosinas de ambas histonas posee un pK; superior
a 11.5 . Como se ha discutido anteriormente, lo m&s probable es que
dicha tirosina sea una de las dos internas, o bien la de entorno més

hidrofébico caso de aceptar la hipotesis a) anteriormente expuesta.

El aumento de pH tiene, desde un punto de vista cualitativo,
dos efectos sobre los espectros de dicroismo circular que se recogen
en las figuras 24 y 25. Por una parte, se aprecia claramente la apa-
ricién de bandas debidas a las transiciones lLa y 1Lb del tirosinato
a medida que se ionizan las tirosinas. Por otra parte, a valores de

pH altos se observa tambi&n una perdida de la subestructura de 1a ban-

da centrada a 275 nm, correspondiente a tirosina sin ionizar. Pero
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también se aprecia una diferencia cuantitativa: la elipticidad nega-
tiva a 275 nm aumenta, con el pH, aumento que se nocta especialmente a

valores extremos, como 10.9, en la figura 24.

Por lo que se ha comentado anteriormente no parece probable gue
la estructura de la histqna, que ya se encuentra en KF 0.21 M., sufra
una mayor compactacidn y esta transicibn estructural podria muy bien
ser consecuencia de un cambio le?to que comience a producirse a valo-
res de pH altos. En efecto, las constantes de tiempo del cambio lento
aumentan con el pH en las histonas de timo de ternera (Li ycol, 1972;
Li, 1977) y la figura 33 pone de manifiesto gque, aun en ausencia de
sales, la proporcidn de limina B , y por consiguiente, la existencia
de cambio lento es considerable a pH mayor o igual a 10.5 . De todas
formas hay que hacer constar que la posible existencia del cambio
lento, inducido por valores altos de pH , no falsea los datos de valo-
racidén de los residuos de tirosina, puesto que los valores de pK;

recogidos han sido calculados a partir de los espectros de absorcién.

Como se ha apuntado anteriormente (vease apartado 3.5.3) la elip-
ticidad a 220 nm aumenta con la fuerza iénica de modo hiperbdlico. Li
y col. (1972) adujeron que el plegamiento de las histonas tenia lugar
de un modo cooperativo {(vease también Isenberg, 1979). Pero esta supo-
sicién se basaba en el postulado de que solo son posibles dos estados
estructurales en las histonas: el estado desestructurado y el
cowepl - tamente estructurado. Evidentemente, de ese postulado se deriva
necesariamente la existencia de cooperatividad ai suponer un proceso

de estructuracién "todo o nada",” independientemente de que las varia-
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ciones de elipticidad sean hiperb&licas o sigmoideas con respecto a
la fuerza i6nica. Pero los resultados obtenidos en la presente inves-
tigacién parecen descartar ese modelo. En efecto, como se ha_indicado
oportunamente los valores de (KF) para los que se logra un incremento
de[B}220 igual al 50% del m&ximo son distintos en ambas histonas de
aquellos para los gque sé’consigue;ﬁn A€286 de 640 (vease‘3.5.l); Esto
significa que la constante de equilibrio para la estructuracidn en el
entorno de los residuos de tirosina es diferente de la constante de
equilibrio del proceso de adquisicidn de estructura secundaria, hecho
que dificilmente puede reconciliarse con un modelo de estructuracitn
"todo o nada". Si este se descarta,las curvas hiperbdlicas recogidas

en las figuras 18, 20 y 28 serfan indicio de que el plegamiento de

las histonas H3 de levadura y de timo de ternera es no cooperativo.

Los estudios cinéticos del cambio conformacional lento, recogi-
dos en el apartado 3.5.4, ponen de manifiesto que también en el cambio
lento se estructura a distinta velocidad el entorno de las tirosinas
que las zonas en que se producen cambios de estructura secundaria. La
aplicacién de técnicas como dicroismo circular en el ultravioleta pré-
ximo y espectroscopia de diferencia que se realiza por primera vez
en esta investigacidén para el estudio de cambios conformacionales de

las histonas H3, ha permitido llegar a estas conclusiones.

Finalmente hay que indicar que, tambien por vez primera se ha
realizado un estudio complet® de las variaciones de estructura secun-
daria de histonas en funcidén del pH. Los experimentos descritos en el
apartado.3.5.5 ponen de manifiesto que a pH menor o iqual a 9.5 no

tiene lugar el cambio lento -no varia apreciablemente la estructura
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beta- en ausencia de sales. No obstante, a valores de pH superiores
comienza a aparecer estructura 8,a expensas de cadena estadistica
entre pH 9.5 vy 11 y a expensas de hélice o a pH mayor que ll. Estos
resultados permiten sugerir el mé6delo de estructuracifn que se esque-
matiza en la figura 35. Este modelo sugiere una dimerizacibn de la

H3 de modo similar al pr;puesto pé; Li (1977) asociada a-ia posible
valoracibén de los residuos de lisina y que llevarfa consigo la adqui-
sicién de estructura B8 a consta de cadena estadistica. A gH superior
a 11 la valoracién de las cadenas laterales de arginina supondria .un

aumento de estructura B probablemente asociado con la pérdida de

estructura globular en el extremo C-terminal (vease tabla IX).

Es de destacar el hecho de que todas las comparaciones estruc-
turales realizadas entre las histonas H3 de timo de ternera y de leva-
dura hayan dado como resultado una notable semejanza ehtre ambas .

As{ pues, puede concluirse, para terminar, que las diferencias de es-
tructura primaria tienen escaso reflejo en la estructura terciaria y
modo de asociacién de las histonas H3. Posiblemente dichas variaciones
tengan lugar fuera de los dominios esenciales para la funcisn nucleo-
somal de estas histonas, lo que permite: que las histonas de levadura
interaccionen cruzadamente con las de timo de ternera segfin se des-

prende de las observaciones de Mardian e Isenberg (1978).
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Como resultado de los experimentos,descritos en la presente memo-

ria, sobre el aislamiento y la purificacién de la histona H3 de Saccha

romyces cerevisiae y las caracteristicas estructurales de esta histona

y de la histona H3 de timo de termera se ha llegado a las siquientes

conclusiones:

18)

24)

342)

42)

La histona H3 de S. cerevisiae se separa de la cromatina mediante
extraccién con Etanol 80%-HCl 0,25 N, al igual que su hom&loga de
timo de ternera. La precipitacién por didlisis del medio de extrac
cidn frente a etanol absoluto produce un rendimiento bajisimo en
histona H3 a diferencia de lo que ocurre con la histona H3 de timo

de ternera.

Por precipitacién del extracto Etanol-HCl con 1,5 volGmenes de ace

tona se recuperan selectivamente H3 y H2A con buen rendimiento.

Tanto la cromatograffa en Bio-Gel P-100 como la cromatograffa en
carboximetil-celulosa, son capaces de fraccionar la mezcla de H3l y
H2A conseguida por precipitacibén fraccionada del extracto Etanol-

HC1.

La cromatograffia en Bio-Gel P-10 resuelve las histonas H3 y H4 de
S.cerevisiae, al igual que lo hacia con sus homélogas de timo de
ternera. Este fraccionamiento no se puede conseqguir ni con Bio-Gel

P-100 ni con carboximetil-celulosa.
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642)

7%)

82)

132

El andlisis de aminodcidos de la histona H3 de S.cerevisiae es muy
similar al de la H3 de timo de ternera. Solo existe sustitucién de
unos 6 restos de aminodcido que son: Cys (2), Met (2), Ala (1) y
Thr (1) en timo de ternera y Ser (3), Gly(l), Asx (L) y Phe (1)

en S.cerevisiae.

La secuencia de los 27 primeros restos de aminodcidos de la histona
H3 de S.cerevisiae es idéntica a la de H3 de timo de ternera. Este
hecho, unido a la composicién de amino&cidos, indica la préctica
identidad de la estructura primaria de ambas histonas.

A pesar de esto presentan diferencias en su movilidad electrofo
rética en geles de poliacrilamida al 15% en presencia de urea 2,5M

teniendo mayor movilidad la H3 de S.cerevisiae.

La fuerza idnica induce en ambas histonas H3 una estructuracién de
tectable tanto por variaciones de coeficiente de extincién como de
elipticidad en el ultravioleta prdéximo. Esta estructuracién supone
la transicidén de mds de un residuo de tirosina a un entorno hidro-
fébico. Dos hipbtesis son v8lidas para explicar esto: a) Que una

Tyr entre a un entorno totalmente estructurado y el de la otra so-
lo se estructure de un modo parcial, b) Que una Tyr est& en un -en-
torno parcialmente estructurado, previamente a la adicidén de sal,y

las dos tirosinas pasen a ocupar un entorno hidrofdbico.

Solo 2 de las 3 Tyr de ambas histonas H3 son valorables en la pro-
tefina estructurada en medios de fuerza idnica alta. El pK; de 1la

teragera Tyr no puede determinarse debido a la insolubilidad de las
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proteinas a pH >L2. En cualquier caso dicha Tyr debe encontrarse
en un-entorno que dificulta su ipnizacibn.

En S.cerevisiae los PK} de las transiciones son 9,6 y 10.9
correspondiendo el 1° a la Tyr que no se incorpora a la zona globu
lar y permanece accesible al medio.
La fuerza idnica induce en ambas histonas H3 la dparicién -de estrug
tura globular con caracteristicas muy similares. En KF 0.2 M alre-
dedor de un 30% de los restos de amino&cido se encuentran formando
parte de estructuras drdenadas. Ambas histonas H3 se encuentran ex
cépcionalmente estructuradas (15-18%) incluso en condiciones muy

desfavorables (HZO destilada, pH 3.5).

La transicidn estructural de la histona H3 de timo de ternera, in-
ducida por la fuerza ifnica (KF) presenta un cambio ripido y un cam
bio lento. La constante de tiempo de la estructuracién es distinta
para el entorno de las tirosinas (54 minutos) que para la proteina
global (155) lo cual descarta que la transicibn se efectue segln

un modelo "Todo o nada".

El incremento del pH en medios de baja fuerza ibnica induce en la
histona H3 de timo de ternera la aparicibén de estructuras ordena-
das. La estructuracibn adquirida en este caso es de un tipo total-
mente distinto a la inducida por la fuerza ibénica, alcanzéndose
hasta un 23% de estructura B. La aparicidén de estructura B estd 1li
gada a la pérdida de carga de los restos de lisina y arginina de

la molécula.
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El etanol induce la aparicién de estructuras ordenadas en ambas
histonas H3. Las condiciones de extraccién de estas resultan ser
asi no desnaturalizantes. La estructuracién es mayor en la H3 de
timo de ternera, lo que puede relacionarse con la mayor solubilidad

de esta.
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