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ABREVIATURAS
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CNBB

CTB
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GuCl
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Pb
PCA
PMSF
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r
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SOS
SBC
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Tm
TRC

Tris
u
UV

Carboximetilcelulosa 
Bromurb de cianfigeno 
Fragmente C-terminal de la histona HI 
obtenido por rotura con NBS 
Idem con trombina 
Oicroismo circular 
Dietilaminoetilcelulosa 
Cloruro de guanidinlo 
Histona HI del diptero Ceratitis capi­
tata
Histona HI de time de ternera 
N-Bromosuccinimida 
Par de bases 
Acido percldrico
Fluorure de p-metil-fenil-sulfonilo 
Estructura induclda por pollmeros y 
sal en el DNA
Relaciôn protelna/DNA en peso 
Resonancia magnêtica nuclear 
Dodecllsulfato sôdico 
Soluciôn salina citrato (NaCl D.15M, 
citrate sâdico D.015M)
Acido tricloroacêtico
Temperatura de transicifin
Pêptido résistante a hidrôlisis trfpti
ca controlada de hiscona HI
Tris (hidroximetil) aminometano
unidades de DC (grados x cm^ / decimol)
Ultravioleta
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1.1. ESTRUCTURA DE LA HISTONA Hl

Mientras que el papel estructural de las histonas H2A, H2B, 
H3 y H4 o histonas internas (Isenberg,1976) esté perfectamente establecido 
en la actualidad (Felsenfeld, 1978), resultando necesarias para el mante- 
nimiento de la estructura del "core" nucleosomal (Finch et al., 1977), el 
papel preciso de la histona Hl no se conoce aun, aunque generalmente se 
le ha relacionado con el DNA internucleosomal (Noel y Komberg, 1977). 
Asimismo, en la actualidad se acepta que la histona Hl proporciona una 
mayor compactaciôn de los nucleosomas en la fibra de la cromatina (Littan 
et al, 1965; Bradbury et al, 1973; Finch y Klug, 1976; Renz et al, 1977),' 
pero a pesar de los intentes hechos con ql fin de dilücidar el modo de 
unifin de la Hl al DNA en la fibra de cromatina (Vogel y Singer, 1976; 
Christiansen y Griffith, 1977; Gaubat et al, 1977; Thoma et al, 1979; 
Boulikas et al, 1980 y Allan et al, 1980), este aspecto permanece aun po 
co claro.Aunque normalmente se acepta la existencia de una molêcula de 
Hl por nucleosoma (Komberg, 1974; Varshavsky et al, 1976; Hayashi et al,
1978), en nûcleos de eritrocito de polio, que contiene tanto Hl como H5, 
se obtienen relaciones de 1.3 molêculas por nucleosoma, pareciendo indi- 
car que todos los nucleosomas poseen H5 y ademés, alrededor del 30% con
tiene tambiên Hl, quizâ unido a un segundo sitio de baja afinidad (Bates
y Thomas, 1981), En prôximo apartado se haré una discusién més exhausti­
ve de la posible participaciôn de la histona Hl en la estructura de la 
cromatina. Ne cabe duda que la estructura de la molêcula résulta un aspec 
to clave para comprender su funciÔn. En los ûltimos anos se ha desarrolla
do mucho este estudio. Trataremos de hacer un breve resumen de los aspec
tos més interesantes del mismo.
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1.1,1, Estructura primaria de las histonas Hl.

Dsl conjunto de las histonas, las pertensoientes al "core" 
nucleosomal o histonas internas, de manor tamano que la Hl, fueron las 
primeras en ser secuenciadas (Oelange et al, 1969; Ogawa et al, 1969; 
Delange et al, 1972; Oison et al, 1972; Twel et al, 1972; YComan et al, 
1972; Santlôre et al, 1974). Un hecho que résulta bastante llamatiuo es 
la gran conservatividad que presentan estas histonas en los distintos ma 
teriales en los que se conoce su estructura primaria.

La Hl se secuenciô con posterioridad, Ademés de presentar 
dificultades para este estudio algunas régiones de la molécule, poses di 
ferentes subfracciones, incluso dentro de un mismo tejido, hecho que tam 
bièn entorpecB su secuenciaciôn.

Los primeros datos precisos sobre estructura primaria de 
histona Hl se realizaron sobre la subfracciôn RTL3 de timo de cone.jo - 
( Bustin y Cole, 1969; Rail y Cole, 1971; Cole, 1977). Casi simultanés - 
mente se consiguiô conocer tambiên la secuencia de la histona Hl de testî 
culo de trucha (McLeod et al, 1977).

Parece bastante claro, realizando un estudio comparativo 
de las anteriores secuencias, la existencia en la molêcula de Hl de très 
regiones claramente dlferenciadas. La regiôn N-terminal, que comprende 
aproximadamente 40 residues, posee un alto contenido de Usina y prolina. 
Este fragmente difiere bastante de unas subfracciones a otras. A conti - 
nuaciôn vlene une regiôn, de aproximadamente 80 residuos (del 40 al 120) 
en mamîferos, y que contiene la mayorla de los residuos hidrofôbicos de 
la molêcula (Jones et al, 1974;•Isenberg, 1979). Esta regiôn parece la 
mâs conservatiua, tante en tamano como en secuencia. Por ôltimo, la re - 
giôn C-terminal, que contiene el resto de los aminoâcidos (aproximadamen 
te 100 residuos), es la parte mâs bâsica, y con pêptidos del tipo Pro- 
Lys-Lys-Pro y Pro-Lys-Lys-Ala que se repiten con relative frecuencia a -
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lo largo de su estructura (Cole, 1977). Esta regiôn, como cabe esperar 
por su basicidad, se une fuertemente al DNA (Bradbury et al, 1973). Es­
tas conclusiones se vieron reforzadas cuando el estudio se extendiô a las 
molêculas de HI de invertebrados, concretamente la histona ^ de equino- 
dermo (Palau et al, 1969, Strickland et al, 1976 y 1960 a; Strickland et 
al, 1980 b) y la histona HI Psammechinus miliaris (Schaffner et al.,1978) 
y del maiz Zea mays (Hurley y Stout, 1980).

Estas caracteristicas estructurales tambiên se eneuentran 
en la histona que sustituye parcialmente a la Hl en eritrocitos de ave, 
denominada H5 (Champagne et al., 1967 y 1968), en los materiales en los 
cuales se ha estudiado (Yaguchi, 1979; Garel et al., 1975; Brian et al., 
1980).

Tambiên se han llevado a cabo estudios parciales sobre la 
estructura primaria de la histona Hl de Ceratitis capitata (Barbero, 1981 
y 1982)i La secuencia de un fragmente de 27 residuos de la parte central 
de la molêcula pone de manifiesto la semejanza de esta regiôn con la ho- 
môloga de Hl de embriôn y esperma de erizo de mar. Sin embargo existen 
mayores diferencias con respecto a la Hl de mamîferos. Hay que destacar 
la presencia, en este caso, de cisteina en esta regiôn central (Barbero 
et al., 1980). Ademés de en Ceratitis capitata tambiên se ha descrito su 
presencia en Hl de Drosoplila melanogaster (Rodriguez- Alfageme et al., 
1974).

Resumiendo, la histona Hl es sin duda la més variable de 
todas las histonas, poseyendo très dominios estructurales claramente defi- 
nidos, de los cuales el central, que contiene la gran mayorla de los resi­
duos hidrofôbicos de la molêcula, es el més conservative.
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1.1.2, Estructura secundaria y terciaria de la histona Hl.

Tambiên desde el punto de vista de su estructura secundaria 
y terciaria la histona Hl posee grandes diferencias con respecto a las his- 
tohas internas, lo que es un claro reflejo de su peculiar estructura pri­
maria, comentado en el apartado anterior.

Las transiciones conformacionales inducidas al aumentar la 
fuerza iônlca del medio producen un manor porcentaje de estructura secun­
daria ordenada (estructura cl-hélico yfî)i que las otras cuatro histonas 
(Bradbury et al., 1965; Jirgerson y Hiilica, 1965; Bradbury et al., 1967), 
La histona Hl de insecto se comporta a este respecto de forma similar a 
la de mamlfero (Barbero et al., 1980) y tambiên a la H5 de eritrocitos de 
ave (Willians y Selgy, 1973),

Estudios posteriores, realizados exhaustivamen'te sobre Hl 
de timo de temera y H5 de eritrocito de polio, fundamentalmente mediants 
DC y RMN, revelaron la existencia de estructuras plegadas especificamente, 
de forma similar a como lo hacen las proteinas globulares, en la regiôn 
40-115 de Hl de timo. Esta estructuraciôn se provocaba al aumentar la fuer 
za iônlca del medio o el pH (Bradbury et al., 1975a). Toda la estructura 
ordenada detectada correspondis a q-hélice, no siendo aparente la presen­
cia de estructura (Bradbury et al., 1965, Guillot et al., 1977). A la 
vista de la secuencia de esta regiôn se puede predecir teôricamente que 
las regiones de d-hêlice comprenden los fragmentos 42-55 y 58-75 (Lewis 
y Bradbury, 1974). La histona fil de esperma de erizo de mar se comporta 
de forma similar a la Hl de mamlfero, frente a cambios de fuerza iônica 
y pH (Puigdomenech et al., 1975).

Los diferentes mêtodos de fragmentaciôn, qulmica y enzimé- 
tica, de que se dispone actualmente ahn hecho posible un estudio môs exhaus 
tivo de la estructura tridimensional de la Hl. Asi, la digestiôn controla­
da con quimotripsina da lugar a dos pêptidos (1-106 y 107- C-terminal) , 
que fueron estudiados por RMN y OC (Bradbury et al, 1975b). Mientras que
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el pêptido correspondiente a la parte N-terminal de la molêcula ara capaz 
de estructurarse al aumentar la fuerza iônica, el correspondiente a la par 
te C-terminal no lo hacîa, poseyendo en cambio una alta capacidad para in- 
teraccionar con el DNA.

Por otra parte la digestiôn con trombina, que rompe prefe-
119 122rentemente en la regiôn Pro - Lys - Lys - Ala , proporciona de nuevo

dos pêptidos para realizar estos estudios estructurales [Chapman et al,,
1976). La totalidad de la estructura de -hélice se eneuentra en el frag­
mente N-terminal (1-122), minetras que el otro fragmente no poses practi- 
camente estructura ordenada. La transiciôn, tanto en la molêcula intacta 
como en el pêptido N-terminal, segôn los experimentos realizados por Brad­
bury et al. (1975a),con el pH résulta no cooperativa; aunque Smerdon e 
Isenberg,(1976) por el contrario obtienen un 100% de cambio estructural 
en un estrecho margen de pH, Los resultados sobre Hl de Ceratitis capi­
tata y timo de temera obtenidos por Barbero et al. (190O) confirman es­
tos ûltimos resultados, Siguiendo una estrategia semejante de fragmenta­
ciôn, se ha realizado un estudio similar con histona H5, en este caso con 
rotura especifica con CNBr y NBS, fundamentalmente, llegéndcse a conclusio 
nés parecidas (Crane-Robinson et al., 1976).

La digestiôn controlada de Hl de timo de temera con trip- 
sina, en alta fuerza iônica (en cuyo medio la molêcula se encuentra estruc 
turada al mâximo) da lugar a un pêptido limite resistente a la digestiôn, 
que corresponde a la regiôn 35-120 de la molêcula , y que es capaz de ad- 
quirir una estructura globular en condiciones de pH y fuerza iônica fisio- 
lôgicas (Hartman et al., 1977). Este fragmente contiene el total de la es­
tructura ordenada de la molêcula. Estos autores propusieron, a la vista 
de estos datos, la disposiciôn espacial de los distintos dominios estruc­
turales de la histona Hl mostrados en la Figura 1,

Posteriormente se han conseguido pêptidos semejantes en H5 
de eritrocito de polio (Avilês et al., 1978) y en el dîptero Ceratitis ca-
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Figura 1, Modelo esquemàtlco de la histona HI de tlno de temera, 
con los tres dominios estructurales (Hartman et al,1977) 
y los fragmentos utilizados para la formaciôn de los - 
complejos (chapman et al., 1976).
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pltata (Barbero et al., 1980). El estudio detallado del primero por RMN 
(Chapman et al., 1978a y 1978b) y por dicroismo circular y espectroscopla 
de diferencia del segundo (Barbero et al., 1980) conducen a idénticas con­
clusiones. Tambiên se han obtenido resultados semejantes con la histona j4l 
de esperma de erizo de mar (Puigdomenech et al., I960}. El estudio micro- 
calorimêtrico de esta regiôn (liktopulo et al., 1982) relizado sobre Hl 
y H5 de eritrocito de polio,nuevamente confirma la idea de que el fragmen­
te obtenido con este tipo de digestiôn controlada es un dominio completa- 
mente compacto y es la ûnica regiôn completamente plegada de la molêcula. 
Parece, por tanto, que esta disposiciôn estructural en las histonas Hl es 
bastante general.

Existen en la regiôn globular de la histona Hl (denominada 
tambiên como TRC) de Ceratitis capitata algunas peculiaridades,como es la 
-presencia de cisteina, metionina y dos residuos de tirosina, a diferencia 
del ûnico que posee la homôloga de timo de temera. Una de estas tirosinas 
se eneuentra orientada hacia el exterior de la molêcula, mientras que la 
otra es completamente similar a la de timo de temera estando rodeada de 
residuos apolares (Barbero et al, 190O).

Aunque, como se ha dicho, la totalidad de la estructura or­
denada se encuentra en el pêptido TRC, las regiones C y N- terminales de- 
ben tener un efecto modulador de esta estructura, ya que parece que la mis 
ma se relaja al privar a la molêcula de dichas regiones (Giançotti et al., 
1981; Barbero, 1981; Morân et al., manuscrito en preparaciôn).

La aplicaciôn de todas estas têcnicas (digestiôn controla­
da con tripsina, digestiôn limite con trombina, y roturas especificas con 
CNBr y NBS) sobre la molêcula de Hl de Ceratitis capitata, han permitido 
aislar distintos pêptidos de la molêcula. En la Figura 2 se muestra, muy 
resumidamente, los dominios estructurales que se aislan con estas procedi- 
mientos (Barbero, 1981).
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Figura 2. Modelo esquemétlco de la histona HI de Ceratitis capi­
tata. con los tres domlnlos estructurales y los frag - 
mentos utilizados para la fomiaciân de los complejos 
(Barbero et al., 1980; Barbero, 1981),



Sin duda la existencia de estos tres dominios estructurales 
en la molêcula de HI deben de tener una gran importancia en la funciôn que 
esta histona desempehe en la cromatina. La regiôn globular de la molêcula, 
que como se ha discutido anteriormente es muy conservativa, es posible que 
esté implicada en interacciones proteina-proteina, sin descartar la posi­
ble existencia de interacciones especificas con determinadas estructuras 
del DMA, tal como DHA superhelicoidal (Vogel y Singer, 1976 y 1976). La 
modificaciôn covalente de la histona por fosforilaciôn no modifies aparen­
temente esta especificidad (Singer y Singer, 1970), a pesar de que se ha- 
bîa descrito que dicha modificaciôn conduce a la separaciôn de la parte 
globular de la molêcula, y presumiblemente, la regiôn N-terminal (Slotov 
et al., 1977), aunque tambiên se sabe que la modificaciôn selective en la 
serina 37 no afecta a la interacciôn (Glotov et al., 1978). Las regiones 
N y C-terminales, por otra parte, debido a su gran basicidad, tienden a in 
teraccionar, se cree que inespeclficamente, con los fosfatos proporciona- 
dos por el DNA.

1.1,3. Modificaciôn de la estructura secundaria y terciaria de Hl como 
consecuencia de la nitraciôn.

El tratamiento de proteinas con tetranitrometano conduce 
a la nitraciôn especifica de las tirosinas que posea la molêcula. En eual 
quier caso, la extensiôn de la modificaciôn depende de la accesibilidad 
de los residuos de tirosinas en la molêcula. Esta têcnica se ha utilizado 
con frecuencia en el estudio estructural de numerosas proteinas, taies co 
mo ribonucleasa(Beaven y Gratzer, 1958), aldolasa (Christen y Riordan, 
1968), Hl de timo de ternera (Bustin, 1971; Bradbury et al., 1976) y Hl 
de Ceratitis capitata y su zona globular (Barbero, 1981).

El grado y velocidad de nitraciôn de las histonas Hl de ti­
mo de ternera y Ceratitis capitata depende de las condiciones en las que 
se lleve a cabo (Barbero, 1981). En condiciones desectructurantes la ni-
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traciân es mâs eficiente y râpida que en condiciones estructurantes. De 
hecho en estas condiciones se puede conseguir la njtraciôn de un ûnlco re- 
siduo de tirosina (al extemo) en H1 de in sec to. La modificaciôn de este 
reslduo no provoce pêrdida de a-hôlice. En cambio la modificaciôn del re- 
siduo intemo de tirosina conduce a una pêrdida de dicba estructura. L6- 
gicamente, por todo lo dicho anteriormente, la nitracifin afecta exclusi- 
vamente a la zona globular. Serâ interesante estudlar como esta modifica- 
ci6n influirâ en la interacciên con el DNA,

1.2. m  Y ESTRUCTURA DE LA CROMATINA

Existe toda una serie de evidencias expérimentales que po­
rn en de manifiasto el importante papel que, sin dqda, debe jugar la histo- 
na H1 en la estructura y funciôn de la cromatlna. Como ejemplo, baste ci­
ter algunos de astos resultados, los cuales serân comentados posterior 
mente con mayor details. Asî, la cromatina desprovista de H1 muestra una 
mayor actlvidad transcripcional "in vitro" (Simpson, 1974b), menor contri 
buciôn en la transiciên têrmica a altas temperatures (Reeck et al., 1972) 
y mayor viscosidad intrînseca (Henson y Walker, 1970 y 1971; Lewis et al.
1976).

Los experimentos de digestiôn de cromatina con nucleasas 
han arrojado bastante luz sobre la posible localizaciôn y papel de la his 
tona H1 en la cromatina. La digestifin de cromatina con nucleasa micrococal 
proporciona cuatro intermediaries en su curso. El primero de ellos corres­
ponde a octanucleosomas, que poseen une estructura compacta(Hpzier et al.
1977). En segundo lugar aparece una partlcula cuyo tamano es variable de- 
pendiendo del organismo (105-205 pares de bases de DNA) que se denomina 
nucleosoma (Nol, 1974; Axel, 1975; Sollner et al,, 1975; Shaw et al.,1975; 
Noll y Kbmberg, 1977). Esta particule contiens el octémero de histonas 
internas y una molêcula de H1 o H5. Conforme progress la digestiûn apare-
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ce otro fragmente, de 160 pares de bases, que continua poseyendo , en la 
misma proporciân, todas las histonas del nucleosoma ( Varshavsky et al., 
1976; Whitolck y Simpson, 1975; Bakayev et al., 1977; Todd y Ganard,1977; 
Noll y Komberg, 1977). A este fragmente se le denominâ "cromatosoma" 
(Simpson, 1979). Este es el mînimo fragmente de cromatina capaz de seguir 
manteniendo unida H1 y muestra una longitud muy constante, independiente 
del organismo del que se extraiga( Morris, 1976; Noll, 1976; Lohr et al,
1977). Por ûltimo aparece un fragmente limite, de 140 pares de bases, tam 
biên constante en tamano, que unicamente posee el octémero de histonas in­
ternas, denominado "core" nucleosomal. Se cree que los 20 pb de exceso del 
cromatosoma con respecto al "core" se distribuyen en fragmentes de 10 pb 
a cada extreme de este ûltimo (Simpson, 1978).

Como consecuencia de una variaciôn en la fuerza iûnica se 
pueden inducir importantes cambios en la estructura de la cromatina. De 
hecho, al aumentar êsta se produce una condensaclôn, que pcurre tanto ep 
presencia como en ausencia de Hl. No obstante, el grado de condensaclôn 
y aspecto en microscopîa electrônica que ofrecen ambas preparaciones son 
distintos (Thoma et al, 1979), En la condensaclôn deben influir aspectos 
diferentes, ya que , tal como mostrô Vollenwhelder (1975) tamblên es posi 
ble inducir condensaclôn en DNA libre al aumentar la fuerza iônica. De lo 
que no cabe duda es que la Hl tamblên ha de jugar un papel importante en 
estos cambios,

Teniendo en euenta todos los resultados anteriormente des- 
critos, Thoma et al. (1979) propuso un mpdelo sobre la localizaciôn de la 
Hl en el nucleosoma, segûn el cual esta histona estabilizarîa 20 pb del 
DNA en el cromatosoma, y al formar grados superiores de organizaciôn, co­
mo el solenoide, pasarîa a una localizaciôn interna del mismo. Esta po­
sible localizaciôn interna ha sido detectada por diversas técnicas (Chal- 
Kley y Hunter, 1975; Olin y Wright, 1973; Thomas y Komberg, 1975).
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Ademés debe existir una proximidad especial entre la Hl y 
algunas de las histonas del core, ya que ha sida posible obtener, por têc- 
nicas de reticulaciôn covalente en cromatina native, dîmeros de H1-H2A 
(Bonner y Stedman, 1979), H1-H2B, H1-H3 (Hardison, 1977) y pollmeros Hl- 
H3-H4 (Glotov et al., 1978), demostrandose posteriormente que la posi­
ble interacciôh entre estas molécules se realizaba por sus zonas globula- 
res(Boulikas et al., I960).

A la hora de localizer los distintos dominlos estructura- 
les de la molêcula de Hl en el cromatosoma, resultaron muy interesantes 
los experimentos de Allan et al.(1980) utilizando distintos fragmentas de 
la molêcula de histona, confirmandose en parte los anteriores resultados, 
Experimentos mâs recientes (Ishimi et el., 1981) muestran que la regiôn 
N-terminal de la molêcula de Hl obtenida por digestiôn con trombina ocupa 
y protege de la digestifin con nucleasa micrococal alredador de 20 pb del 
DNA espaciador intemucleosomal o "linker"; mientras que el fragmento C- 
terminal restante protege la digestifin del DNA del "core"nucleosomal. Fta 
bida cuenta que la regifin N-terminal contiens précticamente toda la zona 
globular de la molêcula, estos resultados contradicen,en parte, lo ante­
riormente expuesto.

A partir de diverses hechos expérimentales Belyavsky et 
al.(1930) elaborfi un modelo en el cual las histonas internas se distribu­
yen de forma anêloga que en el "core" nucleosomal, pero con un desplaza- 
miento en sus puntos de unifin al DNA de 10 nucleotidos an ambas cadenas 
a partir del extreme S'-terminal del crpmatosoma. Las histonas internas 
sufren una expansifin de modo que llegan a ocupar la longitud total del 
mismo. La histona Hl se une principalmente a los extremes del DNA del 
cromatosoma, aunque tambiên lo hace a otras diversas regiones de 4 pb, 
con una periodicidad de 10. Esta disposicifin explicarla la obtencifin de 
complejos de reticulacifin con otras histonas del "core", como se comen- 
tfi anteriormente.
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La ordenaciôn lineal en cuentas de collar a que de lugar 
la sucesiôn de nucleosomas, con un diémetro de 100 X, es unicamente un pri 
mer nivel estructural de la flbra de cromatina. Su condensaciôn posterior 
origins otras niveles estructurales superiores, teniendo lugar como conse­
cuencia un mayor empaquetamiento del DNA.

Es posible observar, en determinadas condiciones, filamen- 
tos de 300 X de diSmetro (Du Praw, 1966), posiblemente originados por pie 
gamientos del filamento fine (Ris, 1975). La histona Hl parece tener un 
papel muy importante en la formaciôn y estabilizaciân de estas estructuras 
(Noll y Komberg, 1977; Henson y Walker, 1970; Lewis et al., 1976). Ademas 
de la presencia de Hl, la fuerza iônica tambiên résulta critics para la 
formaciôn de estos filamentos (Olins y Olins, 1974). Los datos de micros­
copîa electrônica (Finch y Klug, 1976) y de dispersiôn de neutrones (Car­
penter et al., 1976) sugieren una disposiciôn solenoidal de esta estructu­
ra, con un numéro de seis nucleosomas por vuelta como el mês aceptado, co­
mo refiejan los estudios de birrefrigencia elêctrica rsalizados por Marion 
y Roux (1978). Aunque la orientaciôn de los nucleosomas no se conoce con 
seguridad, los resultados de McGhee et al (1980) sugieren una disposiciôn 
ortogonal.

Un modelo altemativo al del solenoide es el de los "super- 
beads", agrupaciones de ocho nucleosomas que dan lugar a particules discre 
tas de aspecto globular. De hecho estas unidades se ponen de manifiasto 
en el tratamiento de cromatina con nucleasas especîficas de DNA monocate- 
nario (Fujimoto et al, 1979) y la existencia de una pausa en la digestiôn 
con nucleasas (Hozier et al, 1977) en la cual se liberan particules de es­
tas caracteristicas, como se comentô anteriormente. De hecho hay que re­
cal car el posible papel de la Hl en el manteniemiento de esta estructura, 
ÿa que la afinidad de polinucleosomas por Hl se incrementa al aumentar la 
longitud de êstos, llegando a un valor mâximo para el octanucleosoma(Renz 
et al., 1977; Campbell et al., 1978),
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Schmith y Ramenathan (190O) proponen un nivel terciarlo 
de orgahlzacifin para la fibra solenoidal, en la cual tendrla nuevamente 
un papel fundamental la presencia de Hl y su afinidad por zonas ricas en 
AT, Zonas que por otra parte no estén distribuidas al azar, sino que se 
en eu entran concern tradas en los espacios intemucleosomales. Esta organ i- 
zacifin darla lugar a una hélice de 1000 X de espesor, comprendiaido cada 
vuelta de esta hélice doce de las del solenoide.

Los estudios rsalizados sobre complejos Hl-DNA y cromatina 
han contribuido tambiên al conoclmiento sobre el posible papel de la Hl 
en la estructura de la crômatina, Asî, la Hl solamente induce compactacibn 
nn los polinucleosomas a relativamente altas concentraciones de sal (Müller 
et al,, 1978; Renz et al,, 1977) lo que no ocurre a baja fuerza iônica, 
Paralelamente a estas observaciones sobre el efecto de la uniôn fie Hl a 
regiones de DNA espaciador en polinucleosomas, resultan bastante informa- 
tivos los experimentos sobre complejos Hl-DNA en ausencia de otras histo­
nas (Renz y Day, 1976); En este sistema, tambiên la fuerza iônica résulta 
une variable crucial. A baja fuerza iônica, las molécules de Hl se unen 
no cooperativamente al DNA, y ademôs la molêcula no discrimina entre tro- 
zos rlcos en AT y GC. Por el contrario, a altas concnetraciones de sal, 
las molécules de Hl se unen cooperativamente y selectivemente al DNA, for 
mando en este caso estructuras compactas, visualizadas por microscopîa 
electrônica como formas toroidales (Olins y Olins, 1971; Cole et al,,
1977). Cüahdo se neutralizan las cargas del DNA en un 90% aparecen tambibn 
estructuras toroidales con un radio intemo de 150 X (Wilson y Bloomfield,
1979), Estas estructuras, inducidas tanto por Hl como por neutralizaciôn 
de cargàs, aparecen muy estaêles (Olihs y Olins, 1971; Haynes et al., 1970; 
Dole et al., 1977; Chattoraj et al., 1978 y Wilson y Bloomfield, 1979).

Cole et al (1977) proponen qus la neutralizaciôn de cargas 
del DNA provocada por la Hl transforma las molêculas de DNA en sustancias 
hldrofôbicas, lo cual conducirîa a la forma geomêtrica que adoptan los
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agregados. No obstante existen suficientes datos como para hacer pensar 
que esto no es asî, Por ejemplo, los complejos de polilislna-DNA se en- 
cuentran altamente solvatados [Shapiro et al., 1969) y el efecto de la 
adiciôn de disolventes orgénicos no afecta a los espectros de OC de la for 
ma que lo harîa si hubiera interacciones hidrofôbicas implicadas (Fasman 
et al., 1970).

Glotov et al. (l978) y Manning et al. (1979) confirmaron 
estos resultados y discutieron el importante papel que la fuerza iônica 
posee en el efecto de la Hl sobre la coformaciôn del DNA, lo que explica­
rla en parte el comportamiento estructural de la cromatina sometida a los 
cambios de fuerza iônica discutidos anteriormente.

1.3. AGREGACION DE LA Hl DEL DIPTERO CERATITIS CAPITATA POR PUENTES DI- 
SULFURO

Tal como se ha comentado anteriormdnte la Hl de Ceratitls 
capitata posee en su molêcula cisteina (Franco et al., 1974). Este hecho 
capacita a dicha molêcula para formar agregados en condiciones desnatura- 
lizantes por formaciôn de puentes disulfuro. Estos agregados se pueden 
aislar por cromatografîa en Biogel (Franco et al., 1977). Recientemente 
se ha realizado un estudio riguroso sobre estas especies moleculares (Mo- 
rân et al., manuscrite en preparaciôn) comprobandose que aparecen très pro 
ductos fundamentaies como consecuencia de la oxidaciôn, que se separan en 
Biogel en très fracciones fondamentales, denominadas BGl, BG2 y BG3, La 
BGl esté formada por multîmeros de alto peso molecular y posse dos resi­
dues de cisteina por molêcula de Hl. La fracciôn 8G2 esté formada por dî- 
mero de Hl, y solo posee un reslduo de cisteina; y por ûltimo, la fracciôn 
BG3 se trata de monômero con dos residuos de este aminoâcido. Cuando BG3 
se somete de nuevo a condiciones oxidantes, no agrega, por lo que se supo 
ne que esté formando puentes disulfuros intramoleculares. Esta suposiciôn



- Y? -

se ve confirroada por el hecho de que al reduclr y reoxidar dicha fracciôn 
da lugar nuevamente a BGl,

Como consecuencia de la agregaciÔn y oxidaciôn de Hl tie- 
nen lugar ligeras modificaciones estructurales, que sa ponen de manifies 
ta por distintas técnicas; Asî, mientras BG3 précticamente no modifies el 
contenido (I-hélice, tiene lugar un ligero aumento de la misma en BGl y 
BG2. En cambio, los espectros de DC en el UV prôximo de las distintas 
fracciones indican que no debe existir variaciôn en el entomo de las ti 
rosinas, si bien la digestiôn controlada con tripsina, en condiciones idén 
ticas a las realizadas para Hl nativa (Bartero et al, 1980] de BGl y BG2, 
no dan lugar a fragmente limite semejante al TRC, aunque sf aparece dicho 
péptido con BG3.

Todos estos hechos llevan a concluir que la agregaciôn de 
la histona Hl de Ceratitis capitata por puentes disulfuro y la formaciôn 
de puentes disulfuro intracatenarios dan lugar a modificaciones estructu 
raies de la misma, que sin duda tendrén su transcendencia en la interac- 
ciôn entre esta histona y el DNA. Cual sea la trascendencia de esta modi 
ficaciôn se desconoce por el momento. Sin embargo, existen en la cromati 
na de insecto suficientes peculiaridades como para pensar que este hecho 
pueda jugar un papel real en la estructura y /o funciôn del material ge- 
nético.

1.4. ESTRUCTURA PSI DEL DNA

1.4.1. Antecedentas.

Se habîa ofaservado que el DNA de alto peso molecular, en 
presencia de polîmeros neutros y a ciertas fuerzas iônicas, daba lugar a 
transiciones cooperativas en su estructura,originandose configuraclones 
moleculares compactas (Lerman, 1971) que variaben su coeficlente de sedi
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mentaciôn. Utilizando mayores concentraciones de DNA se pueden apreciar 
tambiên cambios en las mismas condiciones, en el espectro de DC del com­
ple jo (Jordan et al, 1972], En estos experimentos, en los cuales se uti- 
lizô êxido de polietileno (PEO), se perdîa completamente el espectro de 
DC conservativo del DNA, apareciendo una banda de elipticidad negativa 
sobre los 275 nm, con valores de elipticidad molar o residue de -120000. 
Jordan et ^1 (1972) denominaron a esta estructura del DNA estructura PSI 
(Polymer-Salt-Induced structure). Adler y Fasman (l97l) sugirieron que 
el DNA, en estas condiciones, proporcionaba agregados que poselan algûn 
tipo de estructura periêdica aunque asimêtrica. Tambiên, mediante estu - 
dios de fluorescencia y microscopîa, Lerman (1973) propuso una disposi - 
ciên de molêculas paralelas para esta estructura, Posteriormente Sipski 
y Wakner (1977) demostraron que, en los complejos con PEO, el DNA disponla 
sus Fibras en haces paralelos, arracimados, rodeados por el polimero en 
cuestiôn. Es decir, no necesariamente se pierden las caracteristicas de 
estructura B del DNA en esta situaciôn, si bien da lugar a modificaciones 
espectrales, tal es el caso del DC, bastante drésticas,

Los estudios de difracciên de RX sobre complejos de poli- 
lisina-DNA (Haynes et al, 1970; Carroll, 1972 y Zama, 1974) y sobre nûcleo 
histonas (Wilkins et al, 1959; Zubay y Wilkins, 1962 y 1964, y Pardon et 
al, 1967), y de dispersiôn de luz de PEO-DNA (Maniatis, 1971) muestran 
que, en efecto, la estructura B del DNA se sigue conservando en los com­
plejos. Los espectros Raman de nucleosomas aislados (Goodwin y Brahms,
1978) y de difracciôn de rayos X sobre fibra de cromatina (Bram, 1971) 
confirman la anterior afirmaciôn.

Los estudios cinêticos rsalizados tambiên por Jordan et al 
(l972) sobre estos complejos, aunque muy poco detallados, permiten concluir 
que existen dos etapas fundamentaies en la formaciôn de esta estructura.
La primera de ellas consiste en el paso de fibras extendidas de DNA uni- 
das al polimero a una estructura compacta, pero desordenada. Posteriormen
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te existe una transiciôn a una estructura tambiên compacta, pero ordena- 
da, del complejo. Estos dos pasos, lôgicamente, dependen crîticamente de 
la concentracifin de DNA, PEO y sal existantes.

Estructuras bastantes semejantes a las descritas tambiên 
se hablan encontrado en disoluciones concentradas da DNA dispuestas en pe 
lieulas muy estrechas en las cuales se disminuye mucho la humedad relati 
va (Junis-Schneider y Maestre, 1967), y complejos de DNA con polilisina 
Shapiro et al 1969; Cohen y Kidson, i960),

1.4,2, Inducciôn de estructura PSI por histona Hl,

Parece bastante claro hoy dia la diferencia existente en­
tre la Hl y el resto de las histonas en su capacidad de modificar la es­
tructura del DNA (Tailiander et al, 1979). Los primeros estudios de DC 
rsalizados par Fasman et al (1970) sobre complejos de DNA y Hl de timo de 
temera pusieron de manifiesto, en determinadas condiciones de concentra 
ciôn de DNA, fuerza iônica y relaciôn Hl/DNA, la pêrdida del espectro con 
servstivo del DNA, Concretamente, a concentraciones modérades de sal (NaF 
0.14M) y conforme aumenta r (relaciôn Hl/DNA), la banda de elipticidad 
positiva a 275 nm decrece, la banda a 245 nm incrementa su magnitud y am— 
bas sa desplazan al rojo, teniendo lugar otras alteraciones a longitudes 
de onda inferiores,' Sin embargo estos efectos no se observan cuando la 
concentraciôn de sal es baja (NaF 0,01M). A r-3 (residuos de proteîna/re 
siduos de DNA),en NaF 0.14M, aparece una banda negativa a 270 nm con un 
valor de elipticidad molar por residuo de DNA de aproximadamente -100000, 
Estos cambios en OC no tienen reflejo en el espectro de absorciôn, que 
permanece précticamente inalterado. Por tanto existen très factores fun- 
damentales que influyen en la formaciôn de esta estructura; relaciôn - 
Hl/DNA, concentraciôn de DNA y fuerza iônica,

Posteriormente se ha visto que las distintas subfracciones
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de HI poseen diferente capacidad de inducir este tipo de estructura. Con 
cretamente se han ensayado las cuatro subf racciones de Hl de conejo (RTI_1, 
RTL2, RTL3 y RTL4), observéndose apreciables diferencias entre ellas - 
(Welch y Cole, 1979). Las diferentes subfracciones de Hl presentan una 
variaciôn de hasta el 35% en la parte N-terminal de su molêcula (residuos 
1-4) (Rail y Cole, 1971). Estas diferencias pueden originer una diversi- 
dad de interacciones de las diferentes subfracciones al DNA, Ademés, Pas 
man et al (1972) sugirieron que precisamente esta regiôn modulaba en cier 
to modo la interacciôn de la parte C-terminal de la molêcula.

Tambiên la modificaciôn covalente de Hl puede influir âpre 
ciablemente en su capacidad de inducciôn de estructura PSI, Asî, tanto la 
fosforilaciôn (Adler et al, 1971), como la maleilaciôn (Bumotte et al, 
1973) de la Hl disminuyen dicha capacidad,

Debido a la al ta proporciôn de Usina en la molêcula de Hl 
se pensô que el estudio con polipêptidos sintêticos podîa orientar sobre 
la influencia de estos residuos en las variaciones conformacionales del 
DMA, asî como la influencia de otros residuos, tambiên abundantes en di­
cha regiôn. Con este fin. Ong et al (1976) estudiaron los complejos de 
DNA con poli (Lys^, Leu^), poli(Lys^, Leu^) y poli (Lys), La mayor capa­
cidad de inducciôn de estructura PSI se encontrô en el pêptido (Lys^, 
Leu^^), que es incluso mayor que el provocado por poli (Lys), parecien- 
do como si la leucina potenciara esta capacidad. Sin embargo, esta capa­
cidad potenciadora existe ûnicemente cuando la leucina se eneuentra inter 
calada entre lisinas. Si, por el contrario, existen zonas ricas en lisi- 
nas y otras en leucinas, dicho efecto desaparece, llegando incluso, cuan 
do la cantidad de leucina es apreciable en el pêptido, a aparecer algo de 
estructura A en el DNA, La utilizaciôn de otros péptidos sintêticos, ta­
ies como poli (Lys^, Val^) y poli (Lys )-(Val^) no muestran el efecto an 
teriormente mencionado (Mandel y Fasman, 1976),
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De los distintos resultados anteriores parece claro que, 
de todas las histonas, la Hl es la ûnica capaz de inducir estructura PSI 
en el DNA, y es su alto contenido en Usina lo que le confiere esta carac- 
terîstica.

1.4,3. Contrlbuciôn de estructura PSI en cromatina.

Aunque,tal como se vio, la estructura secundaria del DNA 
no se ve profundamente afectada como consecuencia de su integraciôn en 
cromatina, si lo hace el espectro de DC. Por ejemplo, el espectro de DC 
de particules "core" nucleosomal, esté significativamente alterado con 
respecto al del DNA libre (Ramsay-Shaw et al.,1974; Mandel y Fasman, 1976b; 
Whitlok y Simpson, 1976; Olins et al,, 1977a; Tatchell y Van Holds, 1977; 
Cowman y Fasman, 1978), Tanto las interacciones histona-DNA como histona- 
histona, son importantes para mantener esta conformaciôn alterada del DNA 
(Olins et al., 1977b; Lylley y Tatchell, 1977; Whictlock y Simpson, 1977).

De este modo, aunque la estructura PSI se obtiens fundamm 
talmente en complejos DNA-Hl, tambiên se ha detectado an ciumetina. De - 
hecho, el espectro DC de cromatina nativa présenta menor elipticidad a 200 
nm que el espectro de DNA libre (Fasman, 1970). La liberaciôn de Hl de nu­
cleosomas aislados, provoca una recuperaclôn parcial del espectro conser­
vativo del DNA (Hjelm y Hueng,1974; McCleary y Fasman, 1980). Per otra - 
parte * al digerir cromatina con tripsina se récupéra el espectro conser­
vativo del DNA, coincidiendo precisamente con la digestiôn de Hl, que es 
la histona môs facilmente degradable (Lilley y Tatchell, 1977), De todas 
formas la cinêtica de estos procesos es muy compleja, apareciendo en al­
gunas situaciones transiciones cooperativas (Nieto-Sandovel, 1982). En 
algunos casos el espectro de DC de cromatina origins bandas de eliptici­
dad negativa sobre los 250 nm, que llegan a alcanzar valores de -50.000
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grados x cm^ / decimol (u). Tal es el caso de la cromatina reducida de 
esperma de equino (Sipki y Wagner, 1977).

El papel del Hl en el mantenimiento de esta estructura 
PSI en cromatina ha sido, en parte, dilucidado por Cowman y Fasman [1970, 
I960]. Estos autores realizaron los espectros de DC de cuatro tipos de 
preparaciones distintas de mononucleosomas. Dichas preparaciones diferîan 
tanto en la longitud media del DNA como en el contenido en protelnas Hl 
y H5, y su espectro de DC presentaba sérias diferencias, en funciôn pre­
cisamente de estas variaciones. Posteriormente investigaron por separado 
la influencia de estos factores, y desda luego la separaciôn de las his­
tonas Hl y H5 régénéra en parte el espectro conservativo del DNA, por lo 
que parece que estas protelnas son las responsables de la posible presen­
cia de estructura PSI en los mononucleosomas,y por tanto en la cromatina. 
La diferencia de los espectros de DC de nucleosomas con Hl y sin ella, 
proporcionan un espectro caracteristico de estructura PSI, si bien las 
elipticidades obtenidas son muy pequenas en comparaciôn con las que la 
molêcula de Hl por si sola puede inducir en el DNA en los complejos Hl- 
DNA.

Por otra parte tambiên parece que el tamano de la regiôn 
intemucleosomal ("linker") tambiên juega un papel importante en la con- 
formaciôn final que adoptan los necleosomas. Watanabe e Iso (1981) han 
estudiado este efecto sobre cromatina desprovista de Hl, aislada de timo 
de ternera y han encontrado una fuerte dependencia en este sentido. Per 
tanto en la formaciôn de estas estructuras no solamente influyen las pro­
telnas unidas al DNA sino el tamano del mismo.

Tal como se dijo, la separaciôn selectiva de Hl de cromati­
na provoca un aumento de elipticidad positiva a los 280 nm. Un efecto se­
me jante se observa en nomonucleosomas, donde pasa la electricidad a 283 
nm de 4.10C u a 5.200 u , cuando se separan selectivamente Hl y H5
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con N a d  0.6 M (McCleary y Fasman, 19B0). Cuando estos mononucleosomas 
SB reconstituyen nuevamente con HI y H6 se observe un decrecimiento de 
la elipticidad.

De todo lo dicho parece bastante claro que la cromatina, 
en sus distintos niveles de complejidad, posee alguna contribuciôn de 
estructura PSI, y que la Hl es la histona responsable de ella, habida 
cuenta que es la ûnica que en complejos DNA-histona es capaz de provo- 
carla y que su liberaciôn de la cromatina conduce a cambios espectrales 
con una pêrdida de dicha estructura.

Ademâs, la Hl induce la formaciôn de estructuras sobre el 
DNA, observables en microscopîa electrônica, que el resto de las histonas 
son incapaces de inducir. Por ejemplo. Cole et al. (1975) encontrercn que 
utilizando DNA de bajo tamano molecular y altas relaciones Hl/DNA (aproxi­
madamente 1.3 moles de aminoêcido/moles de fosfato) se formaban unas es­
tructuras que en mocroscopla electrônica apareclan como pequenos toroides, 
tal como se dljo en el apartado 1.2. Anteriormente ya se habla observado 
un efecto semejante pero muy minimizado. La longitud media de las circun- 
ferencias extemas era de alrededor de 1600 X , muy superior a la longi­
tud minima de persistencia del WJA, que se calcula sobre 400-900 X en 
NaCl 0.2 M (Bloomfield el al., 1974), Sin embargo, hasta la fecha no se 
ha relacionado la formaciôn de estos agregados con la capacidad de forma­
ciôn de estructura PSI que posee la Hl.

Estudios recientes de microscopîa electrônica han mostrado 
que, en condiciones précisas de fuerza iônica y concentraciôn de DNA 
(0.14 M en NaCl y 0.018 mg/ml),estando el DNA sonicado, la Hl es capaz 
de inducir estas estructuras de tipo toroidal incluso a relaciones muy 
inferiores a 0.8 (mg protelne/mg DNA). La utilizaciôn de la parte C-ter­
minal de la molêcula de Hl, obtenida por fragmentaciôn selectiva con NBS, 
potencia mucho esta capacidad, encontréndose a relaciones de 0.5 prêcti-
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camente todo el DNA en forma toroidal y mostréndose esta formaciôn coopé­
ra ti va respecto de la relaciôn, ocurriendo el cambio principal a relacio­
nes comprendidas entre 0.2 y 0.3 (Suau, comunicaciôn personal).

1.5. ESTUDIOS DE DE5NATURALIZACI0N TERVICA

Las interaciones entre las histonas y el DNA son complejas 
en general y se pueden examiner desde diverses puntos de vista, utilizan­
do distintas técnicas. Acabamos de estudiar como el DC proporciona una in- 
formaciôn bastante précisa de las mismas, a nivel estructural. Las curvas 
de desnaturalizaciôn têrmica han sido, al menos histôricamente, otra fuen­
te valiosa de informaciôn respecto a estas interaciones.

Como consecuencia de la desnaturalizaciôn têrmica del DNA, 
que implica una transiciôn doble hélice—cadena sencilla estadlstica, se 
produce una variaciôn en numérosas propiedades flsicas de la macromolêcu- 
la. Uno de estos cambios, facilmente medible experimentelmente, es la hi- 
percromicidad, que tiene lugar fundementalmente, como consecuencia de la 
diferente interacciôn de apilamiento entre las bases entre una forma y 
otra (Tinoco, 1960 y 1961; DeVoe, 1965; Felsenfeld y Hirschmen, 1965),
Esta transiciôn ocurre en un estrecho marco de temperatura (Marmur y Dotty, 
1962) y por tal motive tambiên se le suele denominar curva de fusiôn. La 
temperatura a la cual se tiene el 50% de DNA nativo y el 50% de DNA desna- 
turali_ado se le denomina temperature de transiciôn o de fusiôn (Tm) y su 
valor depende tanto de factores composicionales del propio DNA (composi- 
ciôn de bases), como de la fuerza iônica del medio y la asociaciôn de li- 
gandos,taies como protelnas . En este ûltimo caso pueden aparecer transi­
ciones polifêsicas,cuya interpretaciôn da una valiosa informaciôn sobre 
los complejos. En primer lugar, se harô una ligerei revisiôn de los dates 
expérimentales sobre curvas de transiciôn têrmica de nucleoprotelnas y
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posteriormente se introducirén los conceptos fundamentales de termodiné- 
mica estadlstica aplicados a estos estudios.

1,5.1. Desnaturalizaciôn têrmica de nucleoprotelnas,

Los primeros estudios realizadas sobre complejos histona- 
DNA (Hueng et al., 1967) fueron, aunque ilustratlvos, poco rigurosos e 
imprecisos. En otros sistemas mâs simples, taies como polilisina-DNA y 
poliarginina-DNA, apareclan curvas de transiciôn bifésicas. La primera 
transiciôn correspondis al DNA libre y la otra, de temperature superior, 
al DNA que interacionaba con el ligando (Tsuboi et al,, 1966; Leng y Fel­
senfeld, 1966; Olins et al,, 1967 y 1968; Kawashima et al., 1969). El he­
cho de que apareciesen dos transiciones bien diferenciadas se interpretô 
como debido a una coperativided en la asociaciôn de estos polipêptidos 
al DNA, sin embargo, veremos mâs adelante que esto no tiene porquê ser 
asl.

La estabilizaciân têrmica del DNA en forma de nûcleohisto- 
na refieja la neutralizaciôn parcial de las cargas negatives del DNA por 
molêculas cargadas positivamente. De esta forma se reducirâ la repulsiôn 
elactrostâtica entre las dos cadenas de la doble hélice, necesitândose 
temperatures mâs altas para su separaciôn. Sin embargo, no sôlo la inte­
racciôn iônica estâ implicada en la formaciôn de los complejos DNA-protei- 
na, ya que las interaciones hidrofôbicas tambiên pueden tener influencia. 
Este tipo de interacciones tienen particular interês en el caso de las his­
tonas H3 y H4, son menos Intenses para la H2A y H2B y participan muy poco 
en el caso de la Hl (8artley y Chalkley, 1972). La importancia de estas 
interacciones hidrofôbicas tanto en cromatina como en la asociaciôn de po— 
limeros de Usina con el DNA, han sido puestas de manifiesto por Schwartz 
y Fasman (l979), realizando curvas de transiciôn têrmica en presencia de 
etilenglicol, Lôgicamente, si estas interaciones hidrofôbicas tienen real-
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mente algûn papel, serâ por medio de las zonas globulares de las molêculas 
respectivas.

Se puede comprobar,efectivamente, que los diferentes domi- 
nios estructurales de las histonas estabilizan de forma distinta el DNA. 
Asl, la rotura especifica de H2B con CNBr proporciona dos regiones, una ■ 
de las cuales (là N-terminal) contiene la mayorîa de la zona polar de la 
molêcula y su asociaciôn con el DNA, ademâs de la fusiôn del DNA libre, 
proporciona una ûnica fusiôn de alrededor de 705C (Li y Sonner, 1971). 
Aunque previamente se hicieron numerosos experimentos con complejos Hl y 
DNA (olins, 1969; Olins y Olins, 1974), los trabajos mâs recientes han 
sido realizados por Palau et al. (1977) y Avilês et al, (1978) apareciên- 
doles tambiên una bifasicidad. Esta bifasicidad tambiên aparece cuando se 
utiliza el fragmento C-terminal de la molêcula de Hl obtenido por ratura 
especifica con NBS. Sin embargo, estos autores obtienen poca resoluciôn 
en las cirvas debido a que utilizan una relativamente alta fuerza iônica 
(NaCl 0.14 M). Interpretan la apariciôn de bifasicidad como un efecto de 
la posible cooperatividad de la asociaciôn de Hl al DNA. Sin embargo, co­
mo se discutirâ posteriormente pueden existir otras causas (McGhee, 1976), 
No obstante lovcheva y Dessev (l980), encuentran efectivamente, en expe­
rimentos de retenciôn en filtres de nitrocelulosa, una interacciôn coopé­
ra ti va de la Hl al DNA, en determinadas condiciones de fuerza iônica. Sin 
embargo, este comportamiento cooperativo se pierde cuando la Hl se eneuen­
tra fosforeilada (Knipper et al., 1978).

Ademâs de estos efectos primarios, anteriormente comentados, 
las interacciones eue conducen a la agregaciôn entre complejos de nucleo­
protelnas, la formaciôn de superenrollamientos de cromatina, etc., tambiên 
pueden tener un efecto significative en la estabilizaciôn têrmica del DNA. 
Todos estos hechos deben quedar refiejados en las curvas de transiciôn têr­
mica realizadas en cromatina. Los primeros estudios fueron realizados por 
Bonner (l97l) sobre cromatina de guisante donde aparecen curvas multifâsi-
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cas, concretamente con cuatro transiciones (Li y Bonner, 1971), atribuibles 
a distintas regiones del complejo. La primera transiciôn (Tml) séria la fu­
siôn del DNA libre; la Tm2 es mâs difîcil de asignar, pudiendo deberse o 
bien a trozos de DNA unidos a protelnas no histonas o trozos cortos de 
DNA libre entre dos segmentes de DNA unido a histonas. Las Tm3 y Tm4 se 
asignan al DNA interaccionando con las regiones globulares y polares de 
las histonas, respectivamente. De hecho, los complejos DNA-histona suelen 
dar curvas bifâsicas (Hwan et al., 1975; Shih y Bonner, 1970; Leffak et 
al., 1974; Li y Bonner 1971; Ansevin y Brown, 1971; Yu et al., 1976). 
Tambiên los estudios de desnaturalizaciôn têrmica muestran distintas pro­
piedades de la cromatina en diferentes estados funcionales de la misma, 
concretamente en fase B1 y fase S. Estos estudios se realizaron sobre cê- 
lulas HeLa S-3, indicando la existencia de distintas superestructuras en 
ambas fases (Dolby et al., 1979).

En la interpretaciôn de los perfiles de desnaturalizaciôn 
têrmica de cromatina hay que considérer, por tanto, diverses factores.
En primer lugar, las contribuciones de DNA libre espaciador, que conecta 
los nucleosomas adyacentes. En segundo lugar, la interacciôn entre los 
complejos de histonas en los distintos nucleosomas y el empaquetamiento 
de estos en la cromatina. Las curvas de desnaturalizaciôn têrmica de cro- 
matina muestran que tan solo existe una pequena fracciôn de DNA (aproxima­
damente 5%) que funde a temperatures bajas. Esta contribuciôn se desplaza 
a temperatures mâs altas, al aumentar el tamano del oligômero,llegando a 
ser à 52-54BC en el pentanucleosoma. Esto indica que existe una pequena 
cantidad de DNA que se une debilmente a la partlcula central pero que 11e- 
ga a ester protegida cuando es mayor el tamano del oligômero (Mandel y 
Fasman, 1977). La banda de mês alta temperature de fusiôn, Tm4, tambiên 
aumenta progresivamente en funciôn del tamano del oligômero, posiblemen­
te debido a una interacciôn protelna-proteîna y/o protelna-âcido nucleico 
entre nucleosomas adyacentes (Van Holde et al., 1974; Baldwin et al., 1975)
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o bien debido al cambio de disposiciôn espacial de la Hl como consecuencia 
de un cambio estructural.

Si se realiza la desnaturalizaciôn têrmica de mononucleo­
somas ,se reduce considerablemente la complicaciôn de sus perfiles. Asî, 
las particulas "core" aisladas manifiestan dos transiciones têrmicas uni­
camente (Tm2 y Tm3) (Cowman y Fasman, 1980), La primera transiciôn impli- 
carla cambios estructurales sôlo en el DNA de los extremos del "core", 
correspondiendo aproximadamente a 40 pb (Van Holde et al., 1980). Si se 
realiza la reconstituciôn de estas particulas con poli-dAT, se puede de- 
mostrar que la fusiôn de los primeros 4Qpb pertenecen al DNA de los extre­
mes de las mismas. (Weischet et al., 1978; Simpson, 1979).

Cuando los mononucleosomas aislados de eritrocito de polio 
se les sépara selectivamente la Hl y HS, sus curvas de desnaturalizaciôn 
têrmica tambiên aparecen polifâsicas. La primera de las transiciones de­
pends de la longitud del DNA espaciador, por lo que debe corresponder a 
este fragmente (Cowman y Fasman, 1980). Sin embargo, con los datos obte- 
nidos por desnaturalizaciôn têrmica no se ha podido discemir si el efec­
to de la histona Hl sobre la estabilizaciân del DNA es el resultado de la 
interacciôn directs de esta histona con el DNA del "core" o es un efecto 
directo de la estabilizaciôn del DNA del "linker". Es decir, que tanto 
la Hl como la H5 afectan a las propiedades flsicas tanto del DNA del 
"core" como del DNA espaciador (Cowman y Fasman, 1980).

* En resumen, a partir de las curvas de desnaturalizaciôn
têrmica se pueden extraer numérosas conclusiones estructurales sobre la 
cromatina en sus diverses grados de complejidad. Evidentemente, aunque 
se ha sugerido que las curvas de fusiôn de cromatina no son otra cosa que 
la suma de los efectos de cada una de las histonas par separado ( Tsai et 
al., 1975), existen en la estructura de la cromatina hechos que pueden mo­
dif icar esta suposiciôn. De cualquier forma, el estudio de la interacciôn
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de cada histona por separado con el DNA es una mënôra de conocer su con­
tribuciôn potencial a la estabilizaciôn têrmica de êste en la cromatina.

1.5.2. Modelos semiemplricos de transiciôn hélice-cadena de DNA unido 
a ligandos. Estudio particular de estas protelnas.

1.5.2.1. Antecedentes

Dentro de todos los modelos descritos hasta la fecha para 
transiciones hôlice-cadena en biopolimeros, quizé see el de Ising (1925) 
el mâs utilizado por su generalizaciôn y facilidad de tratamiento. Una re­
visiôn exhaustive del desarrollo del modelo fue publicada por Poland y 
Scheraga (1970), y mâs recientemente, para DNA por Wada et al., (1980).
Con el objeto de simplificar es conveniente considérer el DNA como una 
cadena polinucleotldica homogènes, in finitamen te large, no existiendo in­
teracciôn entre residuos muy alejados de la cadena, sino unicamente entre 
los vecinos mâs prôximos. Estas aformaciones se pueden generalizar bastan­
te, de hecho, segûn Scheff1er et al., (l970) a partir de una longitud de 
50 pb la cadena se puede considérer infinite. Sin embargo, cuando se uti­
lizan ligandos unidos al DNA son necesarias longitudes mayores, hasta de 
300 pb, dependiendo de la naturaleza del ligando (Schellmen, 1974). Ahora 
bien, existen algunas excepciones como la Influencia de los résidusos ter­
minales en DNA de fagoX (Gotoh y Wada, 1979).

Como es bien sabido (Birshtein y Ptitsyn, 1965; De Voe, 
1969) solamente se prefieren dos parâmetros para describir este modelo, 
denominados s y g en la nomenclatura de Zimm (i960). El primero de ellos, 
s, représenta la constante de equilibrio entre un par de bases en estado 
hélicoïdal contiguas a un par de bases ya unidas y el mismo pai’ de bases 
en estructura estadistica. Si, como es convencional, el peso estadlstico 
de un par de bases en cadena estadlstica se define como la unidad, el
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peso estadlstico de un par de bases en estado helicoidal serâ s, Cuando 
el DNA SB encuentra libre la Tm coincide con un valor de s igual a 1. 
{Litan y Lifson, 1955; Crothers y Zimm, 1964). La dependencia de s con 
la temperatura nprmelmente se représenta por la ecuaciôn de Van't Hoff, 
utilizando un valor experimental para el incremento de entalpia por par 
de base (AH°). Se ha calculado calorimêtricamenteAH° tanto para polinu- 
cleotidos sintêticos ( Steiner y Kitzinger, 1962; Rawitscher et al., 1963; 
Neuman y Ackermann, 1967; Krakaner y Sturtevant, 1968; Scheffler y Stur- 
tevant, 1969) como para DNAs nativos { De Voe y Tinoco, 1962; Privalov 
et al., 1965; Bunville et al., 1965). El valor del incremento de entro­
pie ( AS° ) se puede calcular a partir del valor.de la T • Evidentemente, 
estos valores dependerân criticamente en el medio en el cual el DNA se 
encu entra disuelto, sobre todo el AH°. Altemativamente se pueden apro- 
ximar estas contribuciones por ajuste de las curvas de transiciôn têrmica, 
como se detallarâ posteriormente.

El segundo paramétra reruerido en este modela es el parâ- 
metro de nucleaciôn, iniciaciôn o cooperatividad, llamsdo ff. Tiene el 
sentido de peso estadlstica de iniciaciôn de una secuencia helicoidal, 
y tiene una contribuciôn fundamentalmente entrôpica, considerandose por 
tanto, que es précticamente independiente de la temperatura. Su valor se 
puede calcular,tambiên, por ajuste de las curvas de transiciôn têrmica, 
ya ou3 de el depende fundamentalmente la pendiente de la curva de transi­
ciôn en el punto de Tm.

Con el valor de estos dos parâmetros establecidos a cada 
temperature,es posible calcular la constante de equilibrio entre dos con- 
formaciones determinadas de la molêcula, como relaciôn entre las funcio- 
nes de particiôn correspondientes. Sin embargo, mâs interesante es cono­
cer a cada temperature la funciôn de particiôn total o suma de las fun- 
ciones de particiciôn de todas las conformaciones de la molêcula, que 
denotaremos por Z^, ya que a partir de ellas se puede calcular cualquier
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valor medio; entre otros la fracciôn helicoidal en el equilibrio, que real- 
mente es lo que represents la curva de transiciôn têrmica (Poland y Sche­
raga, 1970):

f. 1/M X ( ain Z^/ a In s)

donde f es la fracciôn helicoidal en el equilibrio y M el nûmero total de 
interacciones entre pares de bases que puede proporcionar la cadena.

Un mêtodo bastante geheral para obtener la expresiôn de Z^ 
aplicable a cadena infinites, es el de las funciones generatrices, desa- 
rrollado por Lifson (1964), aplicados por êl a polipêptidos y posteriormen­
te por Litan y Lifson (1965) a polinucleotidos, ademâs de par otros auto­
res (Bradly y Lifson, 1968; Latt y Sober, 1967; Poland y Scheraga, 1970; 
Schallman, 1974).

Segdn este modelo la funciôn de particiôn total se puede
Bxpresar como V V
donde N es el nûmero total de residuos de la cadena y es la raiz mayor 
de la ecuaciôn

T(x) 1 
1 V(x)

siendo T(x) y V(x) las funciones generatrices para los estados conforme- 
cionalBS posibles, y toman la forma 

T(x). %  tyx^

iV(x). ZVj^/x

donde t^ y v^ son los pesos estadlsticos de secuencias "ininterrumpidas en 
las dos conformaciones posibles.
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De esta forma, como es una funciôn de s y la dependen­
cia de s con la temperatura es conocida, se pueden establecer las curvas 
de transiciôn têrmica teôricas y ver cômo varlan en funciôn de los distin­
tos parâmetros. Lifson y Roig (l96l) estudiaron empiricamente la dependen­
cia de f f rente a s para un valor constante de cr , para una cadena poli- 
peptidica de cualquier longitud. Posteriormente Poland y Scheraga (1965) 
realizaron una aproximaciôn cuadrâtica de este modelo obteniendo resulta­
dos bastante convincentes. Shih y Fasman (1970) extendieron estos estudios 
a protelnas complejas.

Segûn lo anteriormente expuesto, una vez calculado X^, la 
fracciôn molar de estructura helicoidal en el equilibrio vendrâ expresada 
como

9 In X.f=iLM ’ ain s

Posteriormente Fixman y Freire (1977) propusieron algorit- 
mos adecuados para la evaluaciôn teôrica de las curvas de transiciôn tér- 
mina para DNA con una secuencia de bases dada. De esta forma se han cal­
culado curvas de transiciôn têrmica para DNA de secuencia conocida(Lyub- 
chanko et al., 1978; V/ologodskii y Frankamsnetskii, 1973), y corrobarado 
lo apropiado del mêtodo por Lyubchenko et al.,(1982) para formas aplicati- 
vas del DNA de ^X 174, en contraposiciôn al mêtodo altemativo propuesto 
por Azbel (1930a, 1980b y 1980c),

1.5.2.2. DNA unido a ligandos.

TalcDmo se ha comentado en el apartado anterior, la uniôn 
de ligandos al DNA modifica el perfil de la curva de transiciôn têrmica, 
dependiendo esta modificaciôn de muchoa factores, taies como el tamano del 
ligando (que en ûltimo têrmino se traduce an nûmero de pares de bases ocu- 
pados), la constante de asociaciôn del ligando al DNA, y la cooperatividad
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en la asociaciôn. El tamano dal ligando puede variar en un amplio mar- 
gen, y por tanto el numéro de pb ocupado. Puede tomar valores de l-2pb 
para iones y colorantes, 3-6 para drogas, como la hetropsina (wartell et 
al., 1974 ; Zasedateloev et al., 1974) y actinomicina (Sobell y Jain,
1972; Müller y Crothers, 1968), y probablemente 20-30 pb para histonas y 
protelnas (Phillips, 1971). Von Hippel y McGhee (1974) han desarrollado 
tratamientos para podar determiner este parâmetro a partir de datos expe 
rimentalss. Un modelo altemativo para determinar estos parâmetros en la 
asociaciôn de protelnas inespeclficas y DNA es el desarrollado por 
Woodbury (I98l) exponiendo que existe una libre translaciôn del ligando 
a lo largo de la cadena polinucleotida en vez de una uniôn a estos distin 
tos de la red de la misma. Sin embargo, los valores obtenidos son prac- 
ticamente los mismos.

La constante de asociaciôn es otro parâmetro que afecta 
drôsticamente a las curvas de fusiôn, y su valor puede variar desde 10“^ 
M“  ̂hasta 10^^ M”^ (Liu y Riggs, 1972). La constante de asociaciôn de 
las histonas al DNA en doble hélice debe de ser varias ôrdenes de magnitud 
superiores a los valores dados anteriormente. El factor de cooperativi­
dad tambiên puede tomar valores comprendidos entre 1 (no cooperatividad) 
y 10^ (Alberts y Frey, 1970).

El problema se centra ahora en poder establecer un modelo 
que convenientemente resuelto de lugar a las curvas de transiciôn obteni 
das en estas complejos. 0 lo que es lo mismo, la interpretaciôn a nivel 
de parâmetros moleculares de las curvas de transiciôn têrmica. McGuee 
(1976) realizô un serio intente a este fin, aplicando el modelo de Ising 
anteriormente comentado y estudiando el papel de los distintos parâmetros 
en el resultado final obtenido. Por ajuste numêrico de las curvas experi 
mentales obtenidas con el desarrollo dèl modelo plantesdo es entonces po­
sible determinar dichos parâmetros. Asl lo hace el autor, como un ejem­
plo, con la netropsina. El punto crucial del tratamiento del modela estâ
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sn la elaboracion de las funciones generatrices de secuencia para las dis 
tintas situaciones concretss en las que se puede encontrar un par de ba­
ses en el DNA, a saber, an doble hélice libre o interacionando con el 
ligando, en cadena estadistica libre o interaccionando con el ligando.
Naturaiments en este estudio se limita a un ûnico ligando, sin desigual- 
dades estructurales. Un mêtodo de altemativo para obtener ajustes de 
curvas de desnaturalizaciôn têrmica de nucleoprotelnas es el propuesto 
por Chipev y Staynov, (1973), sin embargo, contiens sérias simplificacio 
nés qua no lo hace adecuado para un estudio riguroso de estos complejos.

Los problamas con las molêculas objetos de nuestro estudio 
histonas y protelnas cromosomales no histonas, carecen en general de es­
ta homogeneidad estructural, como se ha comentado en los apartados anterio 
rss. Normalmente las histonas tienen una distribuciôn no estadlstica de 
aminoécidos eue dan como resultado dominies estructurales definidos, los 
cuales, individualmente poseerên distintos valores de los parâmetros an­
tes enumerados. El conocimienco dd estos valores résulta de gran interês 
en orden a comprender el papel exacto de cada dominio estructural en la 
cromatina.

1.6. DIRECCION DE LA INVESTIGACION REALIZADA

Parece bastante claro que la histona Hl debe jugar un papel 
importante en la superestructura de la cromatina, aunque dicho papel no es 
té completamente esclarecido. Existen dos caracteristicas en esta histona 
que la distingue del resto: por una parte su particular estructura tridi­
mensional, con dominios conformacionales bien definidos; y por otra, la 
variabilidad que présenta de unos organismes a otros, que es mayor que la 
del resto de las histonas. Sin duda los distintos dominios conformaciona­
les de la histona han de jugar un papel importante en el efecto que esta 
molêcula ejerce sobre el DNA, como consecuencia de la interacciôn. Conocer 
la potencialidad de cada dominio , constituye un problema, por tanto, que
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tiene sumo interês resolver.

Por estas razones, se propone como objetivo fundamental de 
esta Memoria, realizar un estudio exhaustivo de la interacciôn de los dis­
tintos dominios conformacionales de la Hl con el DNA; fundamentalmente las 
regiones globular y C-terminal de la molêcula. Este estudio se realizarâ 
desde varias puntos de vista. En primer lugar, aquelles aspectos estruc­
turales y confonuacionales del DNA que varian como consecuencia de la in­
teracciôn, asl como los aspectos cinêticos de dichas modificaciones. En 
segundo lugar, la estabilizaciân têrmica del DNA como consecuencia de la 
formaciôn del complejo. EL ajuste teôrico,segûn el modelo de McGhee(l976), 
de las curvas de transiciôn têrmica de los complejos mas simples, permiti- 
rân, por otra parte, el célculo de parémetr'os fundamentales del comple jo. 
Este es un aspecto muy poco explorado en la actualidad, para el caso de 
complejos con histonas, y permits un nuevo enfoque del problema.

La mayorîa de estos estudios, es interesante realizarlos 
utilizando histonas Hl de distintas fuentes, con fines comparativos. Por 
tal motivo, el estudio se ha realizado con histona de timo de temera y 
del dîptero Ceratitis capitata. La Hl de este ûltimo poses peculiaridades 
en su molêcula que la hacen sumamente interesante; como es el hecho de po- 
seer la capacidad de autoagregar mediants puentes disulfuro. Tambiên se 
han extendido los anteriores estudios a los complejos formados con las dis 
tintas fracciones agregadas aisladas de Hl del insecto,y DNA, Con ello se 
pretende conocer la posible implicaciôn de estas modificaciones en la es­
tructura de cromatina.

El conjunto de estos estudios, permitirén poseer un mayor 
conocimiento sobre el papel que. juegan los distintos dominios conformacio­
nales de la histona Hl sobre la estructura de la cromatina, utilizando como

%•>
sistema modelo los complejos entre dichos dominios y el DNA. Por otra par 
te, constituyen un intente de aproximaciôn teôrica al estudio de las curvas 
de transiciôn têrmica, aunque en este caso dicho estudio se ha limitado a 
los casos mâs simples, por necesidades del modelo.
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2.1. AISLA.MIENTO Y PURIFICACIQN DE LAS PROTEIN AS UTILIZADAS

2.1.1. Histonas Hl.

Los materiales biolôgicos utilizados fueron timo de ter- 
nera y el dîptero Ceratltis capitata. El timo de temera fue cedido por 
el Matadero Municipal de Madrid y congelado instantaneamente, tras su ex 
tracciôn, en aire liquide y posteriormente utilizado en el momento o 
guardado a -60°C hasta el momento de su utilizaciôn.

El diptero holometébolo Ceratitis capitata Füë cedido por 
el Instituto de Investigaciones Agronûmicas, Para su utilizaciôn les in 
SBctos,en estado adulte Fareto, fueron lavados de toda posible contamina 
ciôn procedente de la dieta.

El mêtodo utilizado en la obtenciôn de cromatina fue el 
descrito par Dicks y Johns (1969) modificado por Franco y col. (1974).
Para histona Hl de Ceratitis capitata todas las operaciones se realizaron 
a una temperatura entre 0 y 4°C trabajando en câmara frigorlfica y con 
bano de hielo.

El material intacte se homogeneizô en 5 volùmenes de diso 
lu ciôn de NaCl 0.14 M y citrate trisôdico 0.01 M a pH =« 7.5 en presencia 
de PMSF 50 mM como inhibidor proteolîtico. Se homogeneizô en un homoge- 
neizador de aspas Omni-Mixer Serval1 durante 5 minutes. El homogeneizado 
se filtrô a través de un colador de malia fina (equivalents a 4 capas de 
gasa). El filtrado se centrifugô en un rotor angular GS-3 en centrifuga 
Sorvall RC-5 a 1500 g durante 20 minutas. El sedimento résultants se la 
vô repetidas veces con una soluciôn de NaCl 0.14 M, tris 0.01 M a pH 7.5, 
utilizando para homogeneizar la soluciôn el mismo sistema anteriormente 
citado. El precipitado Fue recogido por centrifugaciôn en el mismo rotor 
duran^a 15 minutes, El lavado se repitiô hasta clarificar suficientemente
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el sobrenadante. El producto final de este proceso es cromatina cruda.

A partir de cromatina cruda las histonas HI se obtuvie- 
ron segûn el mêtodo descrito por Johns y Butler (1962).

A1 sedimento de cromatina cruda se le anadiô medio volumen 
de PGA 5% (p/v) con respecto al peso inicial del material biolâgico. Se 
homogeneizô en las mismas condiciones descritas. El material insoluble 
se separô por centrifugaciôn en los mismos rotor y centrifuga a 3000 g 
durante 30 minutes. Seguidamante el sobrenadante se clarificô a través 
de plaça de vidrio filtrante poro ne 4.

La histona Hl se précipité del sobrenadante por adiciôn 
de TCA 100% (p/v) hasta una concerntraciôn final de 18% (p/v). Se recogiô 
por centrifugaciôn en centrifuga Christ a 3000 rpm durante 40 minutes.
El precipitado se lavô de nuevo con TCA 18% (p/v) y despuês un lavado con 
acetona-HCl 0,2% seguido de cuatro lavados mâs con acetona, proceso rea- 
lizado en centrifuga de mesa. Los rëstos dé acetona se eliminaron gase- 
ando nitrôgeno y secando a vacio.

La posterior purificaciôn de esta histona se realizô por 
cromatografîa en CM-celulosa (Johns,1964) segûn se describe a continua- 
ciôn: Se empleô carboximetil celulosa CM-52 Wathman dispuesta en una co
lumna de 40 cm. de longitud y 1.9 cm. de diémetro. El equilibrado de la 
résina se realiÊô con tampôn de écido bôrico 7 mM, NaOH 3 mM a pH 9.0.
La eluciôn de la muestra se llevô a cabo mediante un gradients continue 
y creciente de NaCl entre 0 y 1.0 M logrado con dos disloluciones de 
300 ml. del tampôn antes citado. La muestra de proteina, 100 mg de his­
tona Hl cruda, se aplicô disuelta en el primer tampôn a una concentraciôn 
de 5 mg/ml. Se recogieron fracciones de 4 ml aproximadamente, empleando 
un flujo de unos 12 ml/hora.

Los resultados de la cromatografîa se siguieron median ::e 
la medida de la absorbancia en el U.V. a 230 nm, en un espectrofotômetro
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Varian modelo 635, de las diversas fracciones. Las fracciones resultant 
tes a un mismo pico se reunieron y precipitaron con TCA 100% (p/v) hasta 
una concentraciôn final del 19)t y despuês se siguiô el mismo procedimien 
to de secado que para la extraciôn de la histona Hl.cruda.

2.1.2. Obtenciôn de los TRCs.

Las fracciones resistentes a hidrôlisis trîptica contrôla 
da (TRC) de ambas histonas, se prepararon utilizando una modificaciôn del 
mêtodo descrito por Hortman et al. (1977). Las histonas se disolvieron 
en tampôn NaCl 1.0 M, fosfato sôdico 0 . 3 M a p H ^ . 0 y a  una concentra­
ciôn de 10 mg/ml. A la disôluciôn de proteina se anadiô tripsina 
(Worthington), tratada con TPCK (l tosilamido - 2 fenil - clorometilceto 
na), inhibidor de la actividad quimotrîptica dn proporciôn enzima/histona 
de 1:1000 (p/p) y la soluciôn se incubô a 22°C, durante 60 minutes para 
la histona de timo y 90 minutos para la de insecto (Barbero, 1981). La 
reacciôn se detuvo por adiciôn de inhibidor de soja cristalizado en rela 
ciôn inhibidor/enzima de 2:1 (p/p). Seguidamente se anadiô TCA 100%
(p/y) hasta una concentraciôn final de 18% (p/v),el precipitado resultan 
te se centrifugô, se lavô y se pecô del mismo modo que el descrito en
2.1.1. para las histonas nativas. Por ûltimo el precipitado final se se 
cô y se purificô por cromatografîa en Sephadex (5-75 de acuerdo con Hart­
man et al.(1977).

2.1.3. Obtenciôn de los fragmentes CNBS.

Los fragmentas C-terminales obtenidos mediante tratamiento 
con N-0romosuccinimida de las histonas Hl (que se han denominado CNBS) se 
obtuvieron siguiendo el mêtodo de Bustin y Cole (1969) y posterior frac- 
cionamiento por cromatografîa en Sephadex G-lOO (Barbero,1921).

Las histonas se disolvieron en âcido acêtico 50% (v/v) a
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-6una concentraciôn de 1.2 x 10 moles de proteina en 8 ml; a esta solu­
ciôn preparada recientemente de N-Bromosuccinimida 17.8 mg/ml en écido 
acético al 50% (v/v). La reacciôn fue seguida espectrofotometricamente 
en un espectrofotômetro Cary modelo 118, para lo cual se tomaron alicuo- 
tas a diferentes tiempos de reacciôn y se espectro se comparé con el de 
las alicuotas de una muestra control idêntica a la anterior, pem en la 
que no se anadiô proteina. Al cabo de très horas, se realizô una segun- 
da adiciôn, 12 x 10“® moles, de una nueva soluciôn idêntica de N-Bromo­
succinimida perparada en el momento, Despuês de cuatro horas de la segun
da adiciôn, la mezcla de reacciôn se concentré en un rotavapor a 3 ml pa­
ra la posterior separaciôn de los péptidos résultantes.

Para el fraccionamiento cromatogréfico, las mezclas de 
reacciôn se aplicaron en una columna de Sephadex G-lOO (100 cm x 1.8 cm) 
previa ente equilibrada con una soluciôn de HCl 0.01 N. El material pro 
teico se aplicô disuelto en el eluyente a una concentraciôn de 24 mg/ml. 
La cromatografîa se realizô a un flujo de 13 ml/hora, siendo de 3 ml ca- 
da fracciôn recogida. La proteina se valorô en cada fracciôn por medida 
de la absorbancia a 230 nm.

Las fracciones correspond!en tes al pico que eluye en segun
do lugar (que corresponde a la regiôn terminal de la histona Hl, tanta de
timo como de insecto; Barbero, 1981) se juntarcn y la proteina se preci- 
pitô, lavô y secô del mismo modo que se indien en 2.1.1.

2.1.4. Obtenciôn de los fragmentps CT8.

Los fragmentes correspondientes a la regiôn C-terminal de 
la histona Hl, tanto de timo como de insecto (CTB), se obtuvieron median 
te la hidrôlisis con trombina de la histona nativa segûn el mêtodo des­
crito por Chapman et al.(1976).
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Las muestras de histona Se disolviaron en un tampôn Tris- 
HCl 50 mM, CaClg 2 mM, MgCl^ 2 mM pH 8.0 a una concentraciôn aproximada 
de 18 mg/ml. La trombina sôlida (Sigma 850-1) se anadiô a la disôluciôn 
de histona (100 N.I.H. unidades por cada 100 mg de histona) y se incubô 
la mezcla de reacciôn durante 4 horas a 37°C en banc de agua. A diferen 
tes tiempos de incubaciôn se recogieron alicuotas que se sometieron a 
electroforesis en gelas de poloacrilamida, con el fin de observar las po 
siblas semejanzas y diferencias entre las digestiones con el enzima de 
ambas histonas.

Despuês de las cuatro horas, la mezcla de reacciôn se apli 
cô en una columna de carboximetilcelulosa (40 cm x 1.8 cm) y NaCl 1.0 M 
en tampôn fosfato 50 mM pH 6.8 tal y como se describe par Chapman et al. 
(1976). Las fracciones résultantes se recogieron y ualoraron igual que 
en los casos anteriores. Los picos que eluyen entercer lugar se precip^ 
taron con igual tratamiento que en el apartado 2.1.1.

2.1.5. Obtehciôn de las fracciones oxidadas de Hlcc.

La oxidaciôn de histona Hlcc se llevô a cabo segûn el me- 
todo descrito por Marzluff et al.(1972) tal como se explica a continua- 
ciôn.

La muestra de histona se disuelve en tampôn de Cloruro de 
guanidinio 6 M, tris-HCl 0.3 M, pH 8.3 en una concentraciôn aproximada de 
10 mg/ml y se incuba durante dos horas, a 27°C en bano termostatizado, 
can agitaciôn constater Posteriormente se dializa exaustivaments frente 
a agua (5 veces frente a un litro de agua, durante seis horas cada vez y 
la ûltima frente a dos litres de 12 horas de duraciôn). Una vez dializa 
do se précipita mediante TCA 100% (p/v) y se lava y seca como se indicô 
en el apartado 2.1.1. El resutado, fnezcla de las distintas fracciones 
oxidadas, se disolviô en la minima cantidad de HCl 0.01 N y sa fraccionô
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mediante cromatografîa en Biogel P-100 (Sommer y Chalkley, 1974), equili 
brado en el mismo medio. La cromatografîa se realizô con un flujo de G 
ml/hora y tomando fracciones de 2.5 ml. Las distintas fracciones pertene 
cientes a un mismo pico se juntaron y precipitaron con TCA siguiendo el 
mismo proceso descrito en todos los apartados anteriores.

2,2. AISLAMIENTQ DE DNA DE TIMO DE TERNERA

El material biolôgico de partida ha sido timo de ternera 
para la sxtracciôn de DNA, obtenido como se dijo anteriormente.

El timo congelado se trocea y se homogeiniza en 4 volume- 
nés de SSC (O.15 M NaCl y 0.015 M citrato trisôdico)filtrando posterior­
mente par un colador de malia fina y centrifugando 10 minutos a 12000 x g. 
Sobre al sedimento se repite très veces esta operaciôn anadiendo 4 yolu- 
menes de 0.14 M NaCl. El rendimiento de este proceso as nûcleos de las 
células de timo. El sedimento se resuspende en 24 volûmenes de 0.14 M 
NaCl y së le anade el volumen necesario de SDS al 5% y se agita vigoro- 
samente durants 3 horas a temperatura ambiante. En este proceso los nû- 
cleos se lisan por la acciôn del detergents, dejando libre el material 
nuclear. A continueciôn se procédé a desproteinizar anadiendo NaCl sôli 
do hasta una concentraciôn-final 1.0 M. Una vez disuelto se centrifuga 
durante 2 horas a 30000 x g con lo cual se ssparan las proteinas que pr^ 
cipitan. Sobre el sobrenadante se anade un volumen igual de etanol 96% 
fonnando en lo posible dos fases. Posteriormente se recoge el DNA pre 
cipitado por el etanol, hacienda girar una varilla, en forma de huso.
Se lava dos veces con etanol 96% frlo dejândoio secar sobre papel de fil­
tre. Con el fin de seguir desproteinizando este DNA se deja hinchando 
una noche en 14 volûmenes de 10 ^ M NaCl, facilitando la disôluciôn al 
dîa siguiente con un poter de holgura aproximada 0.2 mm. A continuaciôn
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se le anade SDS al 5% en etanol 50% y se repite todo el proceso anterior. 
Esta ûltima operaciôn se hace dos veces si se quiere desproteinizar en 
mayor grado el DNA. El DNA extraido de este ûltima proceso se seca con 
acetona sobre papel de filtro y se guarda seco en un frigorifico para su 
posterior caracterizaciôn y utilizaciôn.

En muchos experimentos se utilizô DNA fragmentado. Este 
DNA de pequeno tamano molecular (aproximadamente 400 pb) se obtubo a par 
tir del DNAde gran tamano mediante sonicado en EOTA 1 mM, fosfato 1 mM y 
pH 7.0 con una concentraciôn aproximada de o.25 mg/ml, se sometiô a soni- 
cado durante très series de 30 sg espaciadas otros 30 sg, a una intensi- 
dad de 14 microns (Briten et al*, 1974).

Esta soluciôn de DNA sonicado résultante se utilizô direc 
tamente en la formaciôn de los complejos.

2.3, FORMACION DE COMPLEJOS DNA-PROTEINA

2.3.1. Con DNA de gran tamano.

Debido a que la adiciôn directs de histona Hl a una diso- 
luciôn de DNA de gran tamano, en las condiciones de concentraciôn y fuer 
za iônica requeridas en la presents memoria, provocan la precipitaciôn 
del complejo; los complejos con este DNA se realizaron mediante el mêtodo 
de diâlisis en gradients lineal descrito por Carrol (l97l).

Las soluciones de DNA y proteina en tampôn EDTA 1 mM fos­
fato sôdico 1 mM, pH 7.0 a la concentraciôn y relaciôn requeridas para el 
complejo se mezclaran en NaCl 2 M. Posteriormente esta mezcla se intro- 
dujo en una boisa de diâlisis y se procediô a su diâlisis en gradients 
lineal mediante el sistema descrito en la figura 3. Las condicioros ini 
cialss en cada recipients detallado an la figura, fuerrjn siempre un litro 
de tampôn EDTA 1 mM, fosfato sôdico 1 mM, pH 7.0,con los siguientes grades
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Figura 3. Sistema utilizado para la diâlisis en gradients de los 
complejos (Carrol, 1971)
C-ĵ: EDTA ImM, fosfato sôdico ImM, NaCl o KF IDmM pH=7.0
C2’ EDTA ImM, fosfato sôdico ImM, NaCl 0.5 M pH=7.0
Cg: EDTA ImM, fosfato sôdico ImM, NaCl 1,0 M pH=7.0
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de concentraciôn de sal : (l) NaCl 1 M, (2) NaCl 0.5 M, (3) NaCl o KF, 
segûn el casa, 10 mM. Par ûltimo se dializô frente a dos litros del tam 
pôn citado, sin nada de sal, durante 12 horas.

2.3.2. Con DNA sonicado.

Dado que el DNA sonicado no précipita al anadirle la his­
tona en las condiciones estudiadas, los complejos se realizaroh mezclan- 
do 1entamente las soluciones de DNA y proteinas, previamente valoradas, 
en las proporciones adecuadas segûn el caso. Las soluciones de DNA han 
tenido siempre la concentraciôn de 0.25 mg/ml y las de proteina valores 
variables entre 0.4 y 0.2 mg/ml.

2.4. DIGESTION CON NUCLEA5A DE C0MPLEJ03 Hl-DNA

En los experimentos de digestiôn con nucleasa de DNA se 
utilizô nucleasa de micrococo de Sigma. El medio de digestiôn utiliaado 
fue Mgd^ 1 mM, CaCl^ 1 mM, fosfato sôdico 2 mM, NaCl 10 mM y pH 7.0.

El UNA se disolviô y sonicô en este medio siendo su concern
traciôn de 0.025 mg/ml. La proteina también se disolviô en el mismo me­
dio y su concentraciôn 0.18 mg/ml. Se formaron los complejos por adiciôn 
directa a las relaciones requeridas y se dej = ron 24 hor.’S a 4°C. La di­
gestiôn se realizô a 24°C anadiando a cada complejo y al DNAcontrol una
soluciôn de nucleasa de 10^ mg/ml, hasta obtener una relaciôn enzima/ONA 
de 0.01 (p/p) y siguiendo la cinética en el espectrofotômetro DU-B regis 
trando un espectro cada 2 minutos.



— 46 —

2.5. TECNICAS ESPECTR05C0PICA5

2.5.1. Espectroscopia de absorciân.

Los espectros de absorciân se registraron en dos espectro 
fotômetros, segûn los casos: en un Cary modela 118 y en 0ecl<nan modelo
DU-8, con accesorio de barrido de longitudes de onda. Los espectros de 
DNA y complejos se registraron entre 350 y 330 nm, con rendija 0.5 mm y 
velocidad de barrido de 0,4nm/sg. Se restô la dispersion medida entre 
350 y 315 nm, debido a la turbidez, en los casos en que esta se daba 
(Donovan, 1973). Los espectros de proteina se realizaron de igual modo 
pero entre 350 y 205 nm.

La concentraciôn de DNA se calcula por absorciôn a 258 nm 
tomando Eggg = 19.98, para una soluciôn de 1 mg/ml en agua y 1 cm de paso 
ôptico (Adber et al., 1971). La concentraciôn de proteina se determinô 
espectrofotométricamente en HCl 0.01 N a cuatro longitudes de onda, 205, 
210, 215 y 225 nm tomando E_^^= 310; E210 = 205; E^^^ - E^^^ = 1/1.44 pa 
ra una soluciôn del 1°/ y 1 cm de paso ôptico (Rarbero, 1931)

Para la realizaciôn de las cinéticas seguidas por absorciân 
se utilizô el espectrofotômetro OU-8 con el accesorio de cinéticas. Este 
accesorio pemite hacer medidas, a una longitud de onda fija, al varier 
el tiempo, y a una temperatura fija determinoa.

2.5.2. Dicroismo circular.

Los espectros de dicroismo circular se llevaron a cabo en 
un dicrografo Jobin-Yvon (Mark III). Se utilizaron células de 1cm de pa 
so ôptico y los espectros se realizaron a una sensibilidad variable, se­
gûn los casos, entre 5 x 10 y 5 x 10 ^ increments de absorbancia/mm.
La anchura de rendija empleada fue de 2 nm en todos los casos. Los resul
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tados se expresan en elipticidades molares con dimensiones de u = grados 
2X cm /dmol de residuo de DMA, calculadas a partir del espectro de acuerdo

con la ecuaciôn:
(0) . -  — X X 3300 U .' C X L

donde H es la altura en mm, S la sensibilidad, C la concentraciôn en 
mg/ml y L el paso ôptico en cm.

Las cinéticas, registradas par dicroismo circular, se rea 
lizaron fijando la longitud de onda (270 nm) y registrando la elipticidad 
a una velocidad constante de carta de 0.1 mm/sg.

2.6. DE5NATURALIZACI0N TERMICA

Las curvas de desnaturalizaciôn térmica de DNA y complejos 
se realizaron en un espectrof otômetro termostatizado Bec!<man modelo DU-8 
con el accesorio de ”Tm,s", y utilizando un sistema de seis cubetas de 
0.34 ml, que permite registrar la curva de fusiôn de 5 muestras simulta- 
neamente, anadiendo sn la primera el blanco. Las curvas de transiciôn se 
realizaron subiendo la tamperatura 1°C cada dos minutos y registrando la 
absorciân a 260 nm, de modo automético a cada temperatura entre 40 y 100^0. 
La rendija utilizada fue 0.5 mm. Los resultados se obtuvieron digitali- 
zadns e impresos pana su osterior tratamiento. Se represents hipercro- 
micidad frente a tamperatura y otras veces fracciôn de DNA desnaturaliza 
do fixante a temperature.
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2.7. TECNICAS ANALITICAS

2.7.1. Electraforesis.

Las electroForesis se llevaron a cabo en gelas da poli- 
acrilamida al 15% convencionales. Para su preparaciân y posterior desa- 
rrollo se siguiô el procedimiento descrito por Panyim y Chalkley (1969).

La presencia de material protelco en los gelas se detac- 
tô por tenido con una disôluciôn de Negro Amido al 0.5% (p/v) en écido 
acêtico 1 N, lavando despuês repetidas veces con agua destilada para 
eliminar el colorante no fijado especîFicamente a proteinas, Los geles 
se acabaron de destenir electroForêticamente.

2.7.2. Anâlisis de aminoâcidos.

La determinaciôn de la composiciôn de aminoâcidos de las 
diversas proteinas y péptidos se llevô a cabo como se expone a continua 
ciôn,

Primeramente se sometiô el material protelco a una hidrô 
lisis âcida con HCl azeôtropo 5.7 N, que contenla fenol al 0.1%, en una 
concentraciôn de 1 mg/ml durante 24 horas a 11Ü°G. El proceso se reali­
zô en tubas Pirex cerrados previamente a vacio. Una vez terminada la hi 
drôlisis, se abriô el tubo, se desecô a vacio sobre hidrôxido sôdico y 
se dieron diversas lavados con agua destilada hasta la total eliminaciôn 
del âcido clorhldrico. Con cada muestra se realizaron en todos los casos 
un mînimo de très determinaciones.

A continuaciôn se realizô una cromatografîa de cambio de 
iôn del residuo seco del hidrolizado, en un analizador automético de ami 
noâcidos Durrum 0-500 provisto de un computador PDP-8 M que automética- 
mente realiza todas las operaciones de acuerdo con un programa previamen
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te seleccionado.

El residuo seco del hidrolizado se disolviô en tampôn ci 
trato a pH 2.2, a una concentraciôn de 1 mg/ml, antes de ser introduci- 
do en el analizador. El tiempo de duraciôn del anâlisis fue de 80 minu­
tas y el proceso de eluciôn se realizô con disoluciones tampôn de citra 
to sôdico a valores de pH 3.25, 4.25, y 7.09. Finalizado el anâlisis, 
la résina se regenerÔ con lavados de NaOH 0.3 N conteniendo 0.25 g/l de 
EDTA.

La composiciôn de aminoâcidos en % molar se determinô a 
partir de los datos del anâlisis,

2.7.3. Cromatografîa centrifugada en DEAE-celulosa.

Para contrôler el tamano molecular medio del DNA utilize 
do en los complejos, se utilizô la cromatografîa discontinua centrifuga 
da en DEAE-celulosa, descrita por Dâvila et al (1965) y revisada por - 
Mingot y Dâvila (1974). Se resuspenden 0.5 g de DEAE-celulosa en 15 ml 
de agua destilada y esta suspensiôn se depositô en la parte superior de 
un tubo de centrifuga especialmente disenado que consta de dos câmaras 
(superior e inferior) separadas por una plaça perforada, desmontables y 
unidas entre si por una rosca. Se centrifugô durante 2 minutos a la mi­
nima velocidad. El agua pasô a la parte inferior de la câmara y se vol- 
viô a resuspender y centrifuger en las mismas condiciones. A continua - 
ciôn se pasô a su través 10 ml de una disôluciôn de DNA en 0.1 x SSC a 
una concentraciôn aproximada de 6 unidades de absorbancia y se centrifu 
gô durante dos minutos en las mismas condiciones. La centrifugaciôn acie 
lera el proceso cromatogrâfico, pero no es conveniente aplicar mucha ve 
locidad ya que es necesario que se establezca perfectamente el equili - 
brio para conseguir una buena resoluciôn, y si se acelera excesivamente 
la operaciôn éste aparece perturbado. Con esta operaciôn el DNA queda
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TABLA I: Relaciôn de los distintos eluyentes utilizados en la cromato - 
grafla centrifugada en DEAE-celulosa, asî como el tamaMo mole­
cular medio del DNA en cada eluido ( Mingot y Dâvila, 1974)1.

Fracciôn Eluyente Tamano DNA

2 NaCl 0.14M, fosfato sôdico O.OIM, pH 7.0 Nucleôtidos, oli-
gonucleôtidos

3 NaCl 0.50M, fosfato sôdico O.OIM, pH 7.0 Oligonucleôtidos
hasta 1x10® Daltons

4 NaCl 1.0 M, fosfato sôdico O.OIM, pH 7.0 1 X 10® Daltons

5 NaCl 2.0 M, NH^OH 0.2M 3 X 10^ Daltons

6 NaCl 2.0 M, NH^OH 0.4M 10 X 10 Daltons

7 NaCl 2.0 M, NH^OH l.OM 20 X 10^ Daltons

8 NaOH 1.0 M 50 X 10 Daltons

fijado a la DEAE-celulosa, de la cual se separô con respecto a sus dife­
rentes tamanos moleculares haciendo pasar sucesivos eluyentes, cuya com­
posiciôn se expresa en la tabla I. La concentraciôn de cada fracciôn se 
obtuvo midiendo la absorbancia a 260 nm.

2.7.4. Anâlisis de RNA y proteina.

Para determinar la contaminaciôn en RNA y proteina en el 
DNA obtenido se siguiô el mêtodo de Schmith-Thanhauser descrito por Munro 
y Fleck (1966). Este mêtodo se basa en las distintas condiciones de hi­
drôlisis de RNA (bâsica) y DNA (âcida) junto con la precipitaciôn de los



- 51 -

Scidos nucleicos macromoleculares en medio âcido, frente a la solubili- 
dad en dicho medio de los nucleôtidos y oligonucleôtidos cortos de ambos 
écidos.

A 2 ml de la soluciôn de DNA a estudiar, que debe de te- 
ner, al menos, una concentraciôn de 1 mg/ml, se le anade 1 ml de PCA 0.6N 
frlo, y se deja precipitar en bano de hielo durante 15 minutos; posterior 
mente se centrifuga en centrifuga de mesa y sobre el precipitado se ana 
den 2 ml de PCA 0.2 N frlo y se repite la operaciôn. Los dos sobrenadan- 
tes juntos forman la fracciôn soluble en âcido y en ella se valora la - 
proteina por el mêtodo de Lowry (Lowry et al 1951). El precipitado se,re 
suspende en 2 ml de KOH 0.3 N y se incuba con agitaciôn 1 hora a 37°C,
Una vez enfriado en hielo, se anaden 2 ml de PCA 0.6 N frlo y se deja -
precipitar en hielo durante 30 minutos, posteriormente se centrifuga y 
sobre el precipitado se repite la operaciôn. El sobrenadante de ambas - 
operaciones, que es el RNA hidrolizado, se junta y se mide la absorban­
cia a 260 nm. El precipitado se resuspende en 4 ml de PCA 0.6 N y se in­
cuba a 70°C durante 20 minutos. Una vez enfriado en hielo se centrifuga,
y al precipitado se le anaden 2 ml de PCA 0.6 N frlo y se centrifuga de
nuevo. Los dos sobrenadantes, que son el DNA hidrolizado, se juntan y se 
mide la absorbancia a 260 nm. El tanto por ciento de contaminaciôn de RNA 
se calcula diuidiendo la absorbancia de la fracciôn RNA por la de la - 
fracciôn Dn A y multiplicande por 100.

2.7.5. Câlculo de concentraciôn de DNA y proteina en complejos.

Debido a que en los complejos formados mediante diâlisis 
se producen, sin duda, cambios en las concentraciones de DNA y proteina, 
ha sido necesario calcular su concentraciôn una vez formados. Para ello 
a una alicuota de la soluciôn del complejo se le anade una soluciôn SDS 
al 5% (p/v) hasta llevarlo al 0.1% (p/v). En estas condiciones la protejÇ
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na se desprende del DNA y se valora éste por espectrofotometria , como 
se indicô en el apartado 2.4.1. (Shih y Fasman, 1971). A otra alicuota 
se le anade HCl hasta concentraciôn final HCl 0.25 N, con el fin de pre­
cipitar cuantitativamente el DNA; posteriormente se centrifuga a 10.000 
rpm en rotor angular SS-34 en una centrifuga Sorwall RC-5 durante 1 bora, 
valorando la proteina del sobrenadante espectrofotométricamente segûn se 
indicô en el apartado anteriormente citado.

2.8. TRATAMIENTO AUTOMATICO DE DATOS

2.8.1. Câlculo de la hipercromicidad y curva derivada da las curvas de 
desnaturalizaciôn térmica.

Dado que los datos obtenidos experimentalmente en las cur 
vas de transiciôn nos relacionan la absorciôn del complejo a cada tempe­
ra tura, y con el fin de corregir las posibles diferencias en concentra­
ciôn, se han transformado las absorbancias en hipercromicidad a cada 
tamperatura, segûn la expresiôn:

™

donde HC es la hipercromicidad a la tamperatura T, A^^^Ct ) y 50.
la absorbancia a 260 nm a cada temperatura y a 25°C, respectivamente.
De este modo las curvas de desnaturalizaciôn térmicas son comparables en 
tre si, independientemente de la concentraciôn de DNA en el complejo.
Otra transformaciôn utilizada, alternativamenta, ha sido normalizar las 
hipercromicidades, resultandola fracciôn de DNA desnaturalizado en funciôn 
de T ;

f(T] — tlÇlLÎ_ _ _ _ _
HC(100°C)

siendo f(T) la fracciôn en tantos por uno, y HC(100°C) la hipercromicidad
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a la temperatura mâs alta (que pueJe variar entre 95 y 100°C, segûn los 
casos).

Con el fin de detector corn mâs exactitud las diferentes 
transiciones térmicas, se ha calculado en todos los casos la derivada de 
la curva de transiciôn, mediante un programa en BASIC utilizando un pro- 
cesador HP-85. El programa tiens como entrada los datos de absorciôn y 
tempera tura y como salida hipercromicidad, fracciôn de DN/\ desnaturaliza 
do y la derivada de ambas curvas, calculada segûn el algoritmo que se 
describe a continuaciôn. Para calcular la derivada en un punto se torna 
un intervalo de un numéro impar (2n 4- l) de puntos, comruesto por el pun 
to en cuestiôn y los n anteriores y n postsriores. Se ajusta la recta : 
por regresiôn lineal mediante minimos cuodrados correspondientes a dicho 
intervalo, y se torna como pendiente en el punto citado, la pendiente de 
la recta ajustada. De este modo se procédé itérâtivamente a lo largo de 
todos los puntos de la curva de transiciôn (excepte los n primeras y n 
ûltimos). El presents procedimiento tiens el fin de paliar en lo posible 
al ruido experimental, que provocarla alteraciones puntuales de pendiente 
en la curva de transiciôn y que darian una derivada en forma de sierra. 
Este mêtodo serâ tanto mô.s correcto cuanto menor sea la diferencia entre 
las temperatures contiguas. Para los intervalos de temperaturas usadas 
(l°C), un ajuste con 5 puntos da unos resultados razoneblamente buenos.

2.3.2. Descomposiciôn en qaussianas.

La descomposiciôn en gaussianes(de cuya importancia y ne- 
casidad se trotaré en el apartado 3.5.) se realizô mediante el programa 
de câlculo MORDOR. El programa, escrito en FORTRAN IV-BMDP se ejecutô en 
un ordenador IBM 350-651 con sistema operative 0^360 (Del Centro de Câl. 
culo de la Universidad Complutense de Madrid). El programa de ajuste uti 
liza la rutina 3R del paquets BMDP,de la biblioteca de programas de dicho
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Centro. Esta rutina realiza si ajuste de regresiôn no lineal por minimos 
cuadrados. La curva derivada experimental fue ajustada a un conjunto de
gaussianas, de acuerdo con la ecuaciôn:

N 2
DT = %  H. . EXP (-A. . (X - T.) )

i=l  ̂ ^

de donde DT es la derivada teorica, X la variable dependiente, es decir 
la tamperatura,y , A^ y los parâmetros de la gaussiana i-ésima. El 
programa de câlculo prueba ajustes para N = 2 hasta N = 6, quedandose en 
cada caso con el mejor ajuste segûn criterio de minimos cuadrados. Como 
se indicarâ mâs adelante, en el apartado 3.5., la selecciôn del nùmero de 
gaussianas (n ) optimo se hace postiriormente y atendiendo a otros crite^ 
rios.

Por ûltimo el resultado seleccionado fue procesado en un
microprocesadpr HP-85 mediante un programa en BASIC que calcula elârea
de cada gaussiana y su contribuciôn al total en tantos pcrciento, dioujan
do postdriormente las distintas curvas y la curva suma de ellas.

2.8.3. Ajuste de las curvas cinéticas mediante exponenciales.

Les dates expérimentales de las distintas cinéticas reali 
zadss en la presents memoria fuercn procesados y ajustados mediante el 
prcgrama de câlculo ABAROUSA.

Este programa de FORTRAN IV-BMDP es bâsicamente similar al 
descrito en el apartado anterior y se ejecutô an el mismo ordenador. En 
el presents caso las curvas cinéticas se ajustaron a un conjunto de ex­
ponenciales, resultado de un conjunto de procesos cinéticas de primer or
den, segûn la siguiente expresiôn;

N
y = (1 _ s -Xi . t)

i=l
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donde y es la funciôn teôrica a ajustar con la experimental ( eue serâ 
variaciôn de elipticidad a una longitud de •onda fija o cualquier otra 
medida proporcional); t es el tiempo, es la contribuciôn de la fun­
ciôn a tiempo infinito delproceso i-êsimo y su constante cinética 
aparente. En todos los casos se han ajustado las cinéticas para 
N = 1, 2, 3, y 4, seieccionandose en cada caso el mejor ajuste, como fun 
ciôn de los parômetros y A^; por el mismo procedimiento de minimos 
cuadrados. Posteriormente el nûmero, N, de exponenciales (o procesos 
cinêticos) se seleccionô de acuerdo con los criterics que se expohdrén en 
el apartado 3.3.

Por ûltimo, como en el ajuste de gaussianas, el ajuste se 
leccionado se procesô con un HP-85, para su dibujo y câlculo de las con- 
tribuciones relativas de cada proceso individual.

2.0.4. Ajuste teôrico de las curvas de transiciôn têmiica.

Con el fin de determinar parâmetros interesantes en la 
asociaciôn ligando-ONA, se realizô el ajuste teôrico de las curvas de 
transiciôn térmica, a partir del modelo de Ising (1925), utilizando la 
aproximaciôn para cadenas de longitud infinita de funciones generatrices. 
Debido a la distinta complejidad del método para DNA libre y asociado a 
ligando, el câlculo realizado difiere en ambos casos.

2,8,4.1. DNA libre.

En este caso las funciones generatrices adoptan la siguien 
te e> tresiôn (McGhee, 1976):
a) Asociada a secuencias con pares de bases en estructura hélicoïdal.

2 , ,3OO . . s / s i  I s
T C x ) .  s ̂  -  —  M — I * (— 1 +
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Esta ûltima igualdad es cierta bajo las condiciones en que la serie es 
convergente.

b) Para regiones en cadena estadîstica.

V(x) =
i=l spr

\3

Tal como se viô en el apartado 1.5.2. la funciôn de particiôn total del 
DNA a una determinada temperatura viene dada por:

z = xï

donde X^ es la ralz real mayor de la ecuaciôn

f  (x) =
-1 V(x) 

crT(x] -1

que désarroilado conduce a la expresiôn
.  ̂• ................... 5 ' 1 ■

x-s yx -1 —  1 =  0

es decir
3 2y - y  - s y 4 - s - ( j s  = 0

donde y = \/x
Esta ecuaciôn de tercer grado se resolviô mediante el algoritmo detalla 
do en el Apêndice , denominândose ŷ  ̂a la ralz mayor.
El câlculo de la fracciôn hélicoïdal en el equilibrio, como se viô en el 
citado apartado, vendrâ dado por la expresiôn

N 9 In X, 9 In Xi ...f  ----- 1—   m -------- i- cuando N — ooM ain s ain s
es decir

f = 9 XI
95

9V>(x) 
9 s
9 X
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que resuelta da
f

1 -

1
yf - s

Zy^Cy^-i)

Como s es una constante de equilibrio ,su valor estsrâ relacionado con
la temperature por la expresiôn:

AS° AH°
Exp R RT

donde A es la constante de los gases perfectos y T la temperatura abso­
lute, suponiendo que tanto AS° como AH° son independientes de la tam 
peretura. Esto es cierto pare A S°, en cambio ûnicamente es una aproxi­
maciôn vâlida para AHg en un intervalo pequeno de temperatura.

El ajuste numêrico de las curvas teôricas asi obtenidas, 
con las expérimentales se realizô mediante el programa GENARA que utili 
za la rutina 3R del pequete de programas BMDP, de ajuste no lineal.

Este programa tiene dos pertes: una primera que resuelve 
la ecuaciôn de tercer grado para cada temperatura y otra segunda que, ut^ 
lizando la rutina de ajuste no lineal (3R) del paquete de programas BMDP 
(biblioteca de programas del CCUM), calcula la mejor aproximaciôn por ml 
nimos cuadrados entre las dos curvas, teôrica y experimental,

2.8.4.2. DNA-ligando.

En este caso, ademâs de las funciones generatrices indi- 
cadas en el apartado anterior, aparecen dos mâs como consecuencia de la 
uniôn del ligando (McGhee, 1976);
a) Para secuencias de pares de bases en estado heliccidal asociadas a 
ligando: oo / s T h  H  s l" h 1  ^

x"h- wl, s"^
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donde n|., es el nûmero de pares de bases ocupados por une molécule de li 
gando, Kĵ es la constante intrlnseca de asociaciôn del ligando al DNA,
W|.| es el factor de cooperatividad de asociaciôn del ligando al DNA, y L 
la actividad de ligando libre. El subîndice "h" se refiere al estado he 
licoidal.

b) Para regiones de DNA en cadena estadîstica asociado a ligando;

w(x) =
i=l

+ Wr Kç L

Kn L

donde el subindice "c" se refiere ahora al estado de cadena estadîstica. 

Ahora x^ serâ la mayor ralz real de la ecuaciôn:
-1 U V w

(T T cr U -1 w
0-T cr U V -1

y(x)

En este caso la ecuaciôn no se puede resolver de modo ana 
lltico, teniendo que calcular x^ mediante aproximaciôn numérica a cada 
temperatura. Este hecho impide la utilizaciôn de la rutina 3R del paque­
te BMDP, teniendo que recurrir a un mêtodo alternative. Para ello se cons 
truyô el programa SIGMUND, que calcula el valor aproximado de la ralz mâ 
xima que anula el déterminante, para calcular f a cada temperatura, para 
un conjunto determinado de los parâmetros; una vez construida asi la cur 
va de fusiôn teôrica, se calcula la desviaciôn con los puntos expérimen­
tales mediante la suma de diferencias (residuales) al cuadrado de cada 
punto. Pcsteriormente se cambia el valor de los parâmetros y se repite 
el proceso, calculando otra desviaciôn. El mêtodo seguido para generar 
conjuntos de parâmetros, ha sido el de exploreciôn exhaustiva, que consis
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te en fijar un intervalo de variaciôn de cada parâmetro y dividirlo en 
un nûmero entero de partes; y asi chequear todas las combinaciones posi 
bles de valores de los parâmetros generadosîp
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3.1. MATERIALES UTILIZADQS

Las histonas HI de timo de temèra y Ceratitis capita ta 
(Hitt y Nice) fueron extraidas segun se indica en el apartado 2.1. En 
la figura 4 se muestran las imégenes electroforêticas de las dos histonas. 
Hay que resaltar que la histona HI en este estado, que llamaremos nativo, 
présenta una ligera contribuciân de histona agregada, que es la banda de 
menor movilidad electroforética. Esta contribuciân podria tener signifi 
cado in vivo o ser simplements resultado de las condiciones oxidantes de 
la electroforesis. En cualquier caso la contribuciân de agregado es muy 
pequeha. En la misma figura se muestran las imégenes electroforêticas 
de los fragmentes de histona H1 utilizados: regiân resistente a tripsina 
(TRC) y regiân C-terminal obtenida mediante rotura con NOS (CN3S) y trom 
bina (CTB) y posterior purificaciân mediante cromatografia, tal coma se 
detalla en el apartado citado. Como se observa en la figura se obtienen 
con el necesario grado de pureza. En la tabla II se muestran los resul- 
tados de anélisis de aminoécidos de las muestras; completamente similar. 
Por otra parte, a los obtenidos previamente por Barbero (1981). Hay que 
destacar la presencia de cisteina en la histona Hlcc que le permits for'-- 
mar agregados por puentes disulfuro intermoleculares, tal y como se co­
rn en tâ en la introducciôn (Franco et al., 1977).

Por otro lado, como se indicâ en la introducciân, el anâ— 
lisis de aminoécidos de Hlcc refleja la contribuciân correspondiente a 
uno o dos restos de cisteina, es decir, que existe una microheterogenei- 
dad molecular, poseyendo una fracciân dos residuos de cisteina por molêcu 
la, y otra, en cambio solamente una.(Barbero, 1982, resultados no publi- 
cados.) Al producir la agregaciôn en condiciones oxidantes se obtienen 
como productos finales monâmeros con puentes disulfuros intramoleculares, 
dimeros formados casi exclusivamente por la subfracciân que ûnicamente
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Figura 4, Electroforesis en geles de poliacrilamlda de los 
distintos matariales protelcos utilizados:
De timo de temera: (a) Hitt; (b) TRC;(c) CTB 

(d) CNBS.
De Ceratitis Capitata;(e) Hlcc;(f) TRC;(g) CTB 

(h) CNBS.
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poses un residuo de cisteina por molêcula, y plimeros de alto peso mole­
cular compuestos por ambas subfracciones. Estas subfracciones se pueden 
aislar por cromatografia en Biogel P-100 segûn se indica en el apartado
2.1.5. En la figura 5 se muestra el perfil de eluciôn de la cromatogra­
fia. Se distinguen très fracciones mayoritarias, denominadas K31, BG2, 
y BG3. El anélisis de aminoécidos e imégenes electroforêticas de estais 
fracciones se muestran en la tabla II y figura 6, respectivemente, en 
comparaciôn con la histona nativa y oxidada antes de fraccionar. Aunque 
el anélisis de la tabla no muestra el contenido en cisteina, un anélisis 
de aminoécidos més reciente refleja, por carboximetilacién de la protei­
ns, un contenido en cisteina correspondiente a dos cisteinas para BG3, 
una para BG2 y entre una y dos para BGl (Barbero, resultados no publicsdos

El DNA de timo de ternera, extraido segûn el mâtodo de Kay 
(1952) tal como se detalla en el apartado 2.2., se ha caracterizado median 
te espectro de absorcién y curva de desnaturalizaciôn tôrmica. El conte 
nido de FWA y proteina se ha determinado por el môtodo de Schmith- 
Tannhauser (Munro y Fleck, 1966). La cantaminaciôn môxima de RNA detec- 
tada ha sido del 2̂ , siendo del 0.5^ la determinada para proteina, El 
tamano medio del DNA extraido se ha calculado mediante cromatografia cen 
trifugada en DEAE—celulosa, segûn se detalla en el apartado 2.7.3. En 
la figure 7 se muestra la contribuciân de las distintas fracciones de élu 
ciân de la cromatografia para una muestra tipo del DNA extraido. El cal- 
culo del tamano molecular medio da, aproximadamente, 1.7 x 10^ daltons.

Con el fin de determinar con mayor exactitud la trensiciôn 
têrmica se ha calculado la curva dérivada de la cùrva de trensiciôn tér- 
mica, segûn se indica més adelante en el apartado 3.5., y se ha descompu 
to . la curva derivada en gaussianas (también se indicaré més adelante 
como). La descomposiciân en gaussianas de la derivada de la curva de 
desnaturalizaciôn têrmica del D̂ JA obtenido, muestra la existencia de dos
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Figura 6 . Electroforesis de los picos résultantes de la cromatogra 
fia en Biogel-PlOO. (a) H1 nativa; (b) resultado de la 
oxidaciôn; (c) pico BGl; (d) pico BG2; (e) pico BB3,
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Figura 7. Distribucidn de tamanos moleculares del DNA de timo de temera 
utilizado, obtenida por cromatografia en DEAE-celulosa,
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Figura 6. Curva derivada de la curva de transiciân têrmica de DNA, con 
las dos gaussianas correspondientes a las dos transiciones 
fondamentales.
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transiciones fondamentales, tal como se observa en la figura 8, La pri 
mera de ellas a 55*̂ 0, que représenta las dos terceras partes del total 
del DMA, y el resto que funde a 62°C. Esta ûltima transiciân posiblemen 
te sea debida a la existencia de zonas ricas en B-C

3.2. E5TUDT0S ESTRUCTURALE3 DE LOS CGVPLEJ05 DNA-PROTEINA

3,2,1. DMA-Histona Hl.

Ccmo se ha comentado ampliamente en la introducciân, la 
asociaciân de la histona Hl al DNA provoca una serie de cambios estructu 
raies que conducen a una variaciân de propiedades fîsicas; una de las 
cuales, la actividad ôptica, résulta especialmente llamativa. Por tanto 
el DC parecB una têcnica adecuada para realizar estos estudios. Ccmo se 
viâ, la histona Hl al unirse al DMA en determinadas condiciones de con^ 
centraciân, pH y fuerza iônica, modifies el espectro conservative de DC 
del DNA.(Fasman et al., 1970). Esta modificaciân, que es del mismo tipo 
que la que présenta la cromatina nativa {Shib y Fasman, 1970) y no se ha 
observado al hacer complejos con otras histonas (Shih y Fasman, 1971; 
Adler et al., 1974; Adler et al., 1975). A la estructura responsable de 
este cambio an el espectro se le ha denominado estructura PSI (jordan et 
al., 1972).

En primer lugar se ha realizado un estudio comparative de 
estos complejos utilizando Hltt y Hlcc natives. Una vez hecho esto se 
pretendiâ observer cual séria el efecto de una modificaciân estructura1 
en la molêcula de Hl sobre la estructura del complejo. Con este fin se 
utilizô Hl nitrada, modificaciân que altera la estructura de la regiân 
globular de la molêcula, tal como se indicé en la Introducciôn. En este 
primer ccnjunto de experimentos se utilizô DMA de alto tamano molecular.
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Pcsteriormente fue preciso utilizar DNA sonicado, ya qua a determinadas 
relaciones proteina/DNA y en algunas de las condiciones especificadas 
posteriormente, precipitaba el complejo.

3.2‘. 1.1. Complejos con HI nativa.

Los complejos se formaron mediante diélisis , por el mê- 
todo de Carrol (l97l) (Ver apartado 2.3.1.) de la mezcla de proteina y 
DNA a la relaciân deseada en medio de elevada fuerza iônica (NaCl 2.0 M), 
hasta llevarlo a la concentraciôn de sal deseada. Se utilizô DNA de timo 
de temera de gran tamano molecular (1.7 x 10^ Daltons) e histonas HI de 
timo de ternera y Ceratitis capitata, con fines comparativos. A la hora 
de estudiar el complejo influyen tres factores fundamentaImente: ccncen
traciûn de DNA, relaciân histona/DNA y fuerza iônica. El pH influye, de 
facto , pero en este caso se han realizado todos los complejos a pH 7.0. 
La influencia de la concentraciôn de DNA sôlo se ha estudiado en algunos 
cases, con el fin de establecer las condiciones donde se logra mejor la 
inducciôn de estructura PSI. En la figura 9 se muestran los espectros de 
DC de complejos DNA-Hlcc en KF O.llM para r=0.2 (mg pratelna/mg DNA), uti 
lizando dos concentraciones distintas de DNA: 0.07 y 0.04 mg/ml. Como se 
puede observer la concentraciôn de DNA es importante a la hora de former 
se la estructura PSI. Mientras que para una concentraciôn de DNA de 0.07 
mg/ml se llega, en estas condiciones, a inducir una contribuciôn conside 
rable de estructura PSI (la elipticidad a 270 nm vale -5000), con la con 
centraciôn de 0.04 mg/ml el espectro de DC no varia mucho del espectro 
conservativo del DNA. Los resultados obtenidos con histona de timo de ter 
nera son completamente similares, de acuerdo con lo observado por Fasman 
et al (1970) donde los complejos formados con DNA 10 (moles de fosfa- 
to) presentaban mucha menos capacidad de inducciôn de estructura PSI que 
los formados con DNA 10 ^M (moles de fosfato). Este hecho se podria inter 
pretar como la existencia de una fase de nucleaciôn previa a la formaciôn
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Figura 9, Influencia de la concentracifin de DNA en los espectros 
de DC de complejos DNA—Hlcc para r=0.2 en EDIA ImM, fos 
fato sfidico ImM, KF O.llM, pH 7.0: (l) DNA control; — 
(2) 0.05 mg/ml; (3) 0.07 mg/ml.
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de la estructura PSI, para lo cual la concentraciôn de DNA es un factor 
decisivo.

Por otro lado a concentraciones més elevadas de DNA tiene 
lugar la precipitaciôn del complejo, en estas condiciones, durante la 
diélisis, Por tanto, habré que buscar una concentraciôn de DNA ni muy 
baja ni muy alta, para formar los complejos.

Las relaciones proteina/DNA ( r, en mg proteina/mg DNA) 
utilizadas han sido de 0.12 y 0.25 para Hlcc y 0.25 para Hltt. Se inten 
tô también r = 0.5 pero se producîa la precipitaciôn del complejo durante 
la diélisis. En la figura 10 se muestran los espectros de DC de los corn 
piejos para distintas concentraciones de KF. Como puede observarse en 
la figura 10-a que corresponde a Hlcc, para r = 0.12 no se produce induc 
ciôn considerable de estructura PSI. Cuando r se aurenta a 0.25, résulta 
una fuerte inducciôn de ONA-PSI. En estos espectros (figura 10-b) hay 
que resaltar como a partir de KF 0.35 M empieza a desaparecerla contribu 
ciôn de estructura psi como resultado de la parcial disociaciôn del com­
ple jo. Por ultimo en la figura 10-c se muestran los resultados obtenidos 
con Hltt. Como se ve el comportamiento es similar para ambas histonas, 
si bien pareca ser eue esta histona comienza a disociarse a concentracio 
nés de KF ligaramente superiores (0.40 M). Como se puede deducir de estos 
resultados, se va que la fuerza iônica juega un papel muy importante en 
la inducciôn de estructura PSI. Este comportamiento detectado por Jordan 
et al., (l97^ con pollmeros sintêticos, coincide con lo observado por Pas 
man et al., (l970) para Hltt. Por otro lado r es decisivo, de modo que por 
debajo de un cierto limite no se logra inducir estructura PSI. Por ûltimo 
hay que resaltar la semejanza de ambas histonas al inducir estructura PSI 
en el ONA, en estas condiciones.

Debido a la dificultad experimental en la formaciôn de com" 
piejos con DNA de gran tamano molecular se pensô en la posibilidad de re 
ducir el tamano con el fin de evitar la precipitaciôn (que generalmente
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se produce por entrecruzamiento), dentro de los limites en que se sigan 
conservando las demâs propiedades fisicas de un DNA de gran tamano, Como 
se detallô en el apartado 2.2., al sonicar el ONA se producen fragmentes 
de un tamano medio aproximado de 400 pb. La utilizaciôn de DMA sonicado 
permits formar los complejos por adiciân directa de la soluciôn de pro­
teina a la soluciôn de DNA; de esta forma la determinaciôn de las concen 
traciones de DMA y proteina es mucho més fiable. Par otro lado se Icgran 
mayores relaciones histona/DNA. En la Introducciôn se comentô ampliamen 
te como Gale et al.(1977) formaron complejos con Hl y DNA de tamano corto 
y observaron por micrografia electrônica la presencia de estructuras de 
forma toroidal en preparados de complejos de DNA-Hl (en determinadas 
condiciones de concentraciôn y fuerza iônica). Estas estructuras no han 
sido detectadas en complejos de DNA de gran tamano molecular. Por tanto 
parece interesante estudiar este fenômeno seguido por DC. Por ûltimo, 
hay que hacer la consideraciôn de que al disminuir el tamano del DNA, 
aunque nos aiejemos del modela de cromatina, posiblemente potencieremos 
la capacidad que tiens la histona Hl de inducir estructura PSI en el 
DNA; de esta capacidad podremos deducir propiedades que pueden ser impor 
tantes a nivel de cromatina.

En el presents estudio, con DNA sonicado, algunas varia­
bles menos interesantes se han mantenido constantes, escogiendose el va­
lor més adecuada. Asi, la concentraciôn de DNA ha sido siempre de 0.018 
mg/ml, Como se puede comparer con los resultados vistos anteriormente, 
la concentraciôn de DNA es sensiblemente inferior; pese a ello, el efecto 
detectado en DC es muchlsimo més notorio, como se veré a continuaciôn.
Los complejos se han formado en EDTA 1 mM, fosfato 1 mM, NaCl 0.14 M y 
pH = 7. La presencia del EDTA se justifies para impedir la digestion del 
DMA por contaminaciôn de nucleasas que pudieran permanecer en los prepa- 
rados, durante las incubaciones de 24 horms a temperatura ambiente. El 
parémetro considerado como variable en este estudio ha sido la relaciôn
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proteina/DNA, r. La selecciôn de este parémetro como variaole ha sido 
porque, como se vi6 anteriormente, es el parémetro més determinants de 
la inducciôn de estructura PSI.

En la figura 11 se muestran los espectros de OC para com­
plejos DNA-Hltt realizados a 1 hora y 24 haras de suformaciôn. En ambos 
casos se muestran las relaciones r = 0 (control), 0.1, 0.2, 0.3 y 0.4; 
relaciones superiores presentaban cierto grado de turbidez, ccmo résulta 
do de la precipitaciôn del DNA. El primer hecho relevante es la contri­
buciân de elipticidad negativa a 265-270 nm que varia muchlsimo de unos 
complejos a otros, llegando a ser del orden de -200.000 u. Hay que re­
saltar que los méximos valores obtenidos par Fasman et al. (l970) fueron 
de-160.000 u, y esto para r = 3.0 moles aminoécido/moles fosfato, que 
equivaldrîan a aproximadamente 9 mg proteina/mg DNA. Tampoco Jordan et 
al.(1972) con pollmeros sintêticos lograron contribuciones tan grandes.
Y, por ultimo, los valores méximos que se mostrarnn anteriormente con 
DNA de gran tamano fueron de -18.000 u. Por tanto el resultado observado 
con DNA sonicado es sumamente llamativo. Por otro lado hay que destacar 
la aparicion, como se ve en el recuadro de la figura 11, de una contribu 
ciôn de elipticidad positiva, de aproximadamente 9000 u, en la zona del 
UV més prôximo (290-310 nm] que aparentemente se va corriendo hacia el 
rojo al ir aumentando r y que llega a desaparecer para r = 0.4. Este re 
sultado podria ser debido no a un corrimiento hacia el rojo de una banda 
real, sino a la apariciôn de una banda de elipticidad positiva sobre los 
290 nm que va siendo ocultada por la gran banda negativa de los 270 nm, 
llegando a una situaciôn de compromiso para r = 0.3, cuando la contribu­
ciôn negativa no ha alcanzado aun su méxima expresiôn. Si recordamos la 
figura 10 (b y c) de espectros de OC de ONA sin sonicar, vemos que, aun 
que menos, también se détecta este pseudocorrimiento hacia el rojo. Por 
tanto cabria pensar que la estructura PSI produce en DC al menos dos con 
tribuciones, una positiva yotra negativa, siendo esta ultima muy pronun-
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ciada, sobre todo para complejos con DNA corto. Al comparer las figuras 
11-a y 11-b se ve que existen diferencias en los complejos realizados a 
una hora y a 24 horas. Este hecho hace pensar en la existencia de un 
cambio lento en la estructura del complejo. Por tanto tedremos, al menos, 
dos tipos de procesos: uno râpido, que modifies sustancialmente el espec 
tro conservativo del DNA, y otro lento, que es de menos magnitud pero que 
présenta una ligera tendencia a correr hacia el rojo (unos 5 nm) las dis 
tintas bandas. En la tabla III se detalla el valor de las bandas princi 
pales (méximos y mlnimos) de DC, asi como la longitud de onda donde se 
producen. Como se puede ver la banda de elepticidad negativa a 265 nm 
llega a valer -230.000 u a 1 hora y para r = 0.4. Un hecho de resaltar 
es la disminuciân de esta contribuciân a las 24 horas, junto con el des- 
plazamiento al rojo de 0 nm.

Este hecho, de nuevo, no querria decir que con el tiempo 
se pierda la estructura que produce esa banda negativa, sino que podria 
justlficarse como la aparicion con el cambio lento, de otra estructura 
cuya contribuciân a 235-238 nm fuera positiva. Este proceso darla como 
resultado la disminuciân de elipticidad negativa a 255 nm y el corrimien 
to hacia el rojo del minimo.

El mismo estudio se ha realizado con complejos DNA-Hlcc 
para comprobar si, an estas condiciones, existe alguna diferencia notoria 
entre los complejos de ambas proteinas. En la figura 12 se muestran los 
espectros de DC y en la tabla IV los datos numéricos. Como puede verse 
los resultados son cualitativamente semejantes, si bien cabe resaltar a^ 
gunas diferencias cuantitativas. Los complejos para r = 0.1, 0.2 y 0.3 
presentan una mayor contribuciân de estructura PSI que sus homôlogos de 
Hltt, Sin embargo pare r= 0.4 la contribuciân de Hlcc es mener. Estas di 
ferencias, dada la magnitud de las bandas de DC, pueden prefectamente, en 
marcarse dentro del error experimental. Ccmo ya se comentâ anteriormsnte 
la contribuciôn al DC de la estrucutura PSI es de tal magnitud, nue varia
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clones insignificantes en cualquiera de los parâmetros (r, fuerza iônica 
concentraciôn) podrlan producir alteraciones notables del espectro. Por 
tanto las diferencias no podrlan significar una interacciôn dlferente en 
tre ambos complejos.

Como se dijo en la ïitroducciôn, el descenso de eliptici- 
dad en cromatina a 270 nm podria deberse a una pequena contribuciôn de 
estructura PSI.. De acuerdo con los resultados de Sipski y Wagner (1977) 
la contribuciôn tan particular al DC de la estructura PSI podria deberse 
a zonas de ONA en doble hélice dlspuestas en paralelo. Segûn este crite 
rio, es de esperar que el efecto observado en DNA de perueno tamano ses 
debido a un mayor empaquetamlento del DNA en haces paralelos que el ob­
servado por Sipski y Wagner en cromatina reducida de esperma de caballo.
Si este resultado se complementa con las observaciones al microscoplo 
electrônico de Cale et al. (1E>77), cabria pensar en la estructura de for 
ma toroidal donde el DNA es forzado par la histona a enrollarse haces 
paralelos a todo lo largo del toroide. Esta disposiciôn justlficarla el 
hecho de que con DNAde gran tamano no se induzca tanta contribuciôn de 
estructura PSI. El gran tamano del DNA dificultaria la disposiciôn toroi 
dal. Ahora bien, aunque poco, si se da algo de contribuciôn de estructu 
ra PSI, por tanto cabria esperar que si no todo, naturalmente, si una 
pequena parte del DNA es obligada por la histona a adoptar una situaciôn 
en la cual la doble hélice discurra un trecho en haces paralelos Por otra 
parte, como ya se ha dlscutido anteriormente, dada la gran magnitud en DC 
que esta estructura représenta, séria pequenisimo el porcentaje de la 
misma necesario para justificar las desviaciones de los espectros de OC 
de la cromatina nativa con respecto al DNA conservativo. En la figura 
13 se muestra esta contribuciôn a la estructura PSI de la cromatina nati 
vareflejada en DC, junto con la misma contribuciôn de complejos DNA son^ 
cado-Hl. Como se ve, la diferencia es notoria. Por ûltimo abundar en lo 
ya dicho en la Introducciôn acerca de que el descenso en elipticidad a
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Figura 13. Comparaciôn de los espectros de DC del complejo DNA soni 

cado-Hltt en EDTA 1 mM, fosfato ImM, NaCl 0,14M’, pH=7.0 
y r=0,4 (l), con la contribuciôn de estructura PSI en cro 
matina nativa (2), (Shih y Fasman, 1970).
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la o.â 'or relaciân (r = 0.5, ue es el doble qus en los coMplejos citados)
OB nrateina/Db,-', y ro an una mayor capacidad intrinseca de la histona 
nitrada de Formar estructura PSI. Este date usndrîa a corrcborar lo ya 
expuesto en el apartado anterior en el sentido de que la relaciân histona/ 
DMA es el parlmetro mis im ortarte a la hora de Fornior la estructura PSI.

De estos resultados se puede deducir que no exister, en 
primer lugar, grandes diFerencx'.s en el comportamiento de los complejos 
ce ’mbas histonas. Considerese que les diferencias en los espectros se 
deben a lo diferencia real en concentraciôn de ONA de los euatro complejos, 
como se indica en el pie de la figura 14. Por otro Icdo la comparaciôn 
de estas resultados con los obtenidos para complejos con histonas natives 
lleva a concluir que no existen diferencias importantes por el hecho de 
modifie'^r 1.-. regiôn globular de la mclécula de histona.

Este resultado no asti en total desacusrdo ccn los obser- 
vados por Adler et al.(l97l) en complejos con Hl fosforilade v p -r 
Purnotte et al. (1973) con histona maleilada, ya que la f'-■sforilaciôn 
(que afecto a los residuos de serina) y sobre todo la male.Maciôn (eus 
af9ct.:i a Usinas) modifican sobre todo la regiôn C-terminal de la molécu 
la, mien tras eue la nitraciôn afecta, como se ha dicho, exctusivanents a 
la regiân globular de la histona.

3.2.1.3.. Digestion tripticc del complejo.

Dado el alto cent nido en residuos bôsicos, fundamentalments 
Ij.sinn, de la regiôn C-terminal de la histona Hl (ver tabla II), la hidrô 
li sis triptxca de la histona se produce ccn relstiva focilidad, xijn en 
crndiciones estructurantes (Hcrtman et al, 1977; Barbero et al, 19E0) em 
pszcndn par esta région de la molécule; ,'or tanto en estas condicimes,me 
niante ilidrôlisis tripticc controlada (relaciôn enzime/histona de l/lOOO) 
S3 pucoe ootener un pêptido resistnenta a la l'iidrôlisis dururte al menos
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Figura 14. Espectros de DC de complejos de DNA-Hl modificada por ni 
traciûn para r= 0.5. (l) DNA control en EDTA ImM, fosfa­
to sûdico ImM, KF 0.15 M, pH 7.0; (2) DNA-Hltt concentra 
ciûn de DNA 0.015 mg/ml; (3) DNA-Hltt concentraciûn de 
DNA 0,030 mg/ml; (d) DNA-Hlcc concentraciôn de DNA 0.015 
mg/ml; (5) DNA-Hlcc concentraciôn de DNA 0.030 mg/ml.
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las dos primeras horas; como muestran los resultados obtenidos por los 
autores antes citados. Este péptido corresponde a la regiân globular de 
la molêcula, y a tiempos mayores de hidrôlisis es hidrolizado también .

Con el fin de procéder a la hidrôlisis trlptica de comple 
jos DNA-Hl en estructura PSI, se procediô a la formaciôn de complejos 
DNA-Hlcc en KF 0.30 M, r • 0.25, para una concentraciôn de DNA de 0.08 
mg/ml y el resto de las mlsmas condiciones expérimentales'que se vieron 
en el apartado 3.2.1.1., para complejos con DNA sin sonicar. La curva 2 
de la figura 15 muestra el espectro de DC de este complejo comparado con 
el de DNA (curva l). Se procediô a la hidrôlisis trlptica anadiendo trig 
sine en relaciôn l/lOOO y se incubô a tanperatura ambiente durante una 
hora. Con el fin de seguir el transcurso de la hidrôlisis se sacaron 
alicuotas del medio de hidrôlisis a distintes tiempos y una vez parada 
la digestiôn se procediô a hacer la electrforesis en urea del contenido 
en proteina de estas alicuotas. La figura 16 muestra las imôgenês elec 
troforêtlcas para distlntos tiempos de digestiôn. Como puede observarse 
a 2 horas de digestiôn todabîa existe una contribuciôn importante de pég 
tido resistente a la hidrôlisis. La curva 3 de la figura 15 muestra el 
espectro de DC del complejo al cabo de 1 hora de digestiôn. Como puede 
verse, al comparer con la imagen electroferltica del contenido en protel 
na a una hora de digestiôn, pese a que la contribuciôn de TRC en este pun 
to es muy grande» el espectro de DC muestra la pôrdida casi total de la es 
tructura PSI del complejo. Este resultado lleva a deducir la importancia
de la regiôn C-terminal de la molêcula en el mantenimiento de la estructu
ra PSI.

Como se ha ido viendo a lo largo de todo este apartado, 
las histonas Hl tanto de timo de temera como de Ceratitis capitata po- 
seen, en ciertas condiciones, la capacidad de alterar sensiblemente la es 
tructura del ONA y esto va reflejado en los espectros de DC. Por otro
lado, la modificaciân de la regiôn globular de la molêcula no parece afec
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Figura 15. Digestifin trlptica del complejo DNA-Hlcc r. 0.25 en EDTA ImM, 
fosfato sfidico ImM, KF 0.30 M, pH 7.0 y concentracifin de DNA 
0.00 mg/ml; espectros de DC: (l) DNA control; (2) complejo an 
tes de comenzar la digestifin; (3) complejo despuês de 1 hora 
de digestifin.



Figura 16. Electroforesis en geles de poliacrilamida de la dlges 
tifin con tripsina del complejo DNA-Hlcc a diferentes 
tiempos (min): (a) 0; (b) 6; (c) 35; (d) 60; (e) 120.
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tar a la fonnaciôn de esta astructura; mientras que la regiôn C-tarminal 
es completamante necesaria. Se plantea, pues, el problème de si seré 
capaz la regiôn C-terminal aislada de former estructura PSI con el DNA, 
o quizé sea necesaria la presencia de la molêcula compléta. Para poder 
determiner estos interrogantes se procediô a formar complejos con las dis 
tintas regiones aisladas de la molêcula de Hl.

3.2.2. Complejos DNA-dominios estructuraies de la histona Hl.

De los très dominios estructuraies descritos en la histona 
Hl (Hartman et al., 1977; Barbero et al.,1980; Barbera, 1981) la regiôn 
N-terminal es la ûnica que no ha sido aislada por la falta de un punto 
de rotura especifica que rinda esta regiôn. Por tanto el presents estudio 
se ha realizado sôlo con las regiones C-terminal y globular. Dado que es 
con DNA sonicado con el que se ha observado mayor efecto en DC (apartado
3.2.1.1.), los complejos se han formado con este DNA,

3.2.2.1. Complejos con la regiôn C-terminal

Se han utilizado para este estudio dos tipos de fragmentes 
que contienen la regiôn C-terminal, obtenidos mediante rotura con NES 
(que llamaremos CNBS) y con trombina (CTB), respectivamente (ver el apar 
tado 3.1.). Como se dijo en la introducciôn (ver figura l), el fragmen­
ta CMOS residues 72-215) contiens parte de la zona globular de la molê­
cula, residuos 72 al 120 (Cole, 1977), mientras que el obtsnido con trom 
bina (residuos 120-215) représenta exclusivamente la regiôn C-terminal 
(Barbero, 1981).

Las condiciones expérimentales han sido las mismas que las 
utilizadas con la molêcula Intacta, con el fin de poder comparer los re­
su Itados (apartado 3.2.1.1.). Puesto que la estructura PSI inducida en 
el DNA es similar tanta pare Hltt como para Hlcc, los complejos se han
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formado solo con regiones C-terminal y globular de la histona de timo.
En las figuras 17 y 16 se muestran los espectros de DC de los complejos 
fonnados con CNBS y CTB, respectivamente, en ambos casos a 1 hora y 2à 
horas de su formaciôn, para distintas relaciones histona/DNA (r = 0, D.l, 
0.2, 0.3 y 0.4). Las tablas V  y VI contiènen el resijnlen de los datds numê 
ricos ( màximos y mînimos) de los espectros de D.C.

Como se puede deducir de la comparaciôn de estos resulta- 
dos con los obtenidos con la molêcula Intacta, la inducciôn de estructura 
PSI en complejos con estos fragmentos C-terminales es también muy llama- 
tiva, llegàndose a superar los valores de elipticidad obtenidos en com- 
lejos con la histona nativa (el mlnimo a 270 nm llega a alcanzar 
-360.000 u). Si comparâmes la inducciôn de estructura PSI de ambos frag 
mentos C-terminales se observa que es del mismo orden, no notandose dife 
rencias relevantes.

Ya se cornent6 en la ihtroducciôn que al intercalar residuos 
hidrofôbicos en poli-lisina se potenciaba su capacidad de inducciôn de es 
tructura PSI (Ong et al., 1976; Mandel y Fasman, 1976). Como también se 
dijo sntonces la parte C-terminal de la molêcula de Hl poses secuencias 
repetitivas del tipo Prol-trys-lys-Pro y Pro-lys-lys-Ala, y aûn cuando 
no existen experimentos con pollmeros de esta naturaleza es de esperar 
que la gran papacidad de inducciôn de estructura PSI de la parte C-termi 
nal de la molêcula de Hl tenga una causa semejante.

Los resultados anteriores pueden estar relacionados con 
las observaciones en microscopia electrônica realizadas por Suan (Comuni 
caciôn personal) sobre dichos complejos en las mismas condiciones. En 
dichas microfotografias se obsevan, de nuevo, la formaciôn de las estrac 
turas en forma toroidal, que aumentan de tamaho al aumentar la relaciôn 
histona/DNA. Ademés, se observa también un entretejido de DNA que cubre 
como) una malia las zonas entre los toroides; quizâ esta fracciôn de DNA
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sea la responsable de alguna de las bandas observadas en DC o bien de ajL 
guno de los procesos cinéticos.

Con el fin de comparar de forma més précisa la capacidad 
de inducciôn de estructura PSIde las fracciones C-terminales y de la his 
tona Hl, se ha representado en la figura 19 el valor de la elipticidad a 
270 nm frente a r. En ella-se puede apreciar el orden creciente de capa 
cidad de inducciôn de estructura PSI: primero CTB, despuês CNBS y por ûl 
timo Hltt. Como se habia dicho antes, el comportamiento cualitativo es 
semejante para los très complejos, Por otra parte se observa un efecto 
coopérative en la inducciôn de estructura PSI con la variaciôn de r.

Para cornprobar el grado de contribuciôn de la proteina en 
la regiôn del UV lejano, se formaron complejos para la relaciôn r =0.4, 
en las mismas condiciones antes dichas pero variando el orden de adiciôn 
de la proteina y del NaCl, Los espectros de DC se muestran en la
figura 20. Como se observa, la contribuciôn del complejo sin NaCl (curva 
1̂) en la zona referida del espectro es despreciable f rente a la contribu 
ciôn del complejo en NaCl 0.14 M, es decir formanda estructura PSI. Este 
resultado parece demostrar que el descenso de elipticidad detectado en la 
regiôn del UV lejano, en los complejos en estructura PSI, no es debido a 
la contribuciôn de la proteina, sino resultado de la citada estructura.

De todos estos resultados puede deducirse que la regiôn 
C-terminal de la molêcula, no sôlo es capaz de inducir estructura PSI en 
el DNA, como la molêcula entera, sino eue este efecto se ve potenciado.

3.2.2.2. Complejos con la regiôn globular.

La regiôn globular (TRC) ha sido aislada como fragmento re 
sistente a hidrôlisis triptica controlada (apartado 2.1.2.). Los comple 
jos se realzaron en las mismzs condiciones que las anteriores, excepte que 
se han aumentedo los valores de r de forma considerable: 0, 1.0, 2.0, 3.0
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Figura 19. Variaciôn de la elipticidad a 270 nm en funciôn de r, 
para los diferentes complejos a las 24 horas de su 
formaciôn: (•) Hltt; (o) CNBS; (■) CTB.
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y 4.0. La figura 21 muestra los espectros de DC del complejo r=0.4 en corn 
paraciôn con el DNA. Como puede apreciarse la variaciôn es muy pequena, 
pese a la gran cantidad de proteina. La variaciôn existente en la zona 
del UV lejano puede deberse simplenente a la contribuciôn de la proteina 
en esa zona. De estos resultados se puede deducir que la regiôn globular 
de la histona Hl no induce estructura PSI, si bien no impide que se for­
me, en absoluto, cuando fdrma parte de la molêcula de histona. Este re­
sultado esté de acuerdo con los resultados de digestiôn trlptica detalla 
dos en el apartado 3.2.1.3, donde la estructura PSI desaparecîa, aun per- 
maneciendo sin digerir la zona globular,

Como se ha ido viendo a lo largo de los dos ôltimos apar­
tado s, la capacidad de inducciôn de estructura PSI reside en la regiôn 
C-terminal, siendo nulà la contribuciôn de la regiôn globular. También 
se ha visto que la regiôn C-terminal produce una mayor contribuciôn que 
la histona nativa. Este resultado no es de extranar ya que, como se co - 
mentô en la introducciôn, la parte C-terminal de la molêcula de Hl es sin 
duda la mês bâsica y, por tanto, la que mâs fuertemente interacciona con 
el DNA (Bradbury et al,1975). Dicha regiôn posee, como se dijo, un alto 
contenido en secuencias repetitivas de Pro-Lys-Lys-Pro y Pro-Lys-Lys-Ala 
(Cole, 1977). Aunque es de esperar que la Hlcc también présente una corn 
posiciôn similar, sin embargo posiblemente sea menos bâsica, ya que la 
molêcula posee mener proporciôn de Usinas (Franco et al, 1974). Este he 
cho podria explicar las ligeras diferencias observadas en cuanto a la in 
teracciôn de Hltt y Hlcc,

El hecho de que la histona induzca menos estructura PSI 
podria deberse a que a una misma relaciôn (i.e, r=0.4) en realidad exis­
te menos cantidad de regiôn C-terminal que en el complejo, a la misma re 
laciôn, de esta regiôn aislada. Pero también podria deberse a que la re­
giôn globular limitara, de algûn modo, la acciôn de la regiôn C-terminal,
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Figura 21. Espectros de DC del complejo DNA-TRC de HI de timo de 
ternera, r= 4.0 en EDTA ImM, fosfato ImM, NaCl 0.14 M 
pH 7.0 y concentraciôn de DNA 0.010 mg/ml: (l) DNA con 
trol; (2) complejo.
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en el çaso de la molêcula entera. Se podria considérer el valor de ellp- 
ticidadt a 265 del complejo DNA-CTB a r>0,4, que es -360000 u, como el 
100% de estructura PSI que se podria lograr en estas condiciones (es de­
cir, stendo toda la proteina regiôn C-terminal); dado que la regiôn glo­
bular aupone un 39% de la molêcula de histona, la contribuciôn relative 
que resterla a la molêcula séria de -122400 u a 265 nm, Entonces si se 
corfige la contribuciôn de la molêcula entera, que es -200000 u, con es­
ta cantidad resultarla una banda a 265 de -322400 u, Como se va este re­
sultado estarla leJos aun de alcanzar los -360000 u, por tanto cabrla - 
penser en que la regiôn globular no sôlo no favorece la acciôn de la re­
giôn C—terminal en la molêcula Intacta, sino que la dificulta; aunque,
Bso si, este efecto séria mucho menor del que parece a simple vista.Abun 
dando en este hecho séria interesante comprobar si los radios de persis- 
tencla de las formas toroldales del DNA en presencia de Hl son iguales o 
distintas que con la regiÔn C-terminal, pues asl se podria comprobar has 
ta que punto afecta la presencia de la regiôn globular en la estructura 
del complejo.

3,2,3. Complejos DNA-àgregados de Hlcc.

Ya se dijo en el apartado 3,1. que la histona Hl de Cera- 
tltis capitata tiene uno o dos restos de cisteina en la cadena (Franco et 
al, 1977), propiedad que le permits former, en condiciones de oxidaciôn, 
dlversos agregados, que eluyen en Biogel P-100 en très fracciones princi 
palmente que denominaremos BGl, BG2, y B63. Como ya se comentô anterior- 
mente se tratan del monômero (con puente disulfuro intracatenario), el 
dimero y al multlmero. Podria resultar interesante estudiar como influye 
la agregaciôn en la capacidad de unirse estas proteînas al DNA; porque 
bien podria ser un mecanismo que tuviera cierta importancia "in vivo" (a 
nival de regulaciôn de la transcripciôn o alguna que otra funciôn cromo-
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somal). Puesto que una de las propiedades mâs interesantes de la histo­
na Hl es la de inducir estructura PSI en el DNA puede plantearse la pre 
gunta de si la histona oxidada conservarâ o no esta capacidad estructu- 
ral.

En las figuras 22,23, y 24 se muestran los espectros de 
00 de los complejos con BGl, BG2, y BG3, respectivamente, a 1 hora y 24 
horas de su formaciôn. En las tablas VII,' VIII y IX se resumen los datos 
numêricos mâs relevantes de los espectros. Como puede deducirse de nuevo, 
el comportamiento sôlo difiere del de la Hlcc nativa en el aspecto cuan- 
titativo; en este sentido la histona oxidada, en general, tendrla menor 
capacidad de inducir estructura PSI, aunque poco menor. Si comparâmes en 
tre si la capacidad de formar estructura PSI de las très fracciones oxi 
dadas podemos deducir que la que mâs se asemeja al comportamiento de la 
Hl nativa es la fracciôn BG3, siendo la que menos la BGl. Este resultado 
estarla de acuerdo con la hipôtesis de que el BGl se trata de un multîme 
ro, que obviamente interacciona con mayor dificultad con el DNA. Mientras 
que el monômero, si bien el puente disulfuro intracatenario puede modifi 
car la estructura de la molêcula, no parece que esto afecte mucho a la 
capacidad de interacciôn con el DNA, Por âltimo, el dlmero 8G2 ocuparla 
un lugar entre estos dos extremes. Estos resultados llevarîan a concluir 
que, al menos en el aspecto estructural estudiado, la oxidaciôn de la hi£ 
tona Hl de insecto no lleva a alteraciones notorias de los complejos, aun 
que este hecho no quita el que puedan existir otras diferencias distin - 
tas a la estudiada por DC, como se verâ mâs adelante,

3.3. ESTUDIüS CINETICOS DE LA FORMACION DE ESTRUCTURA PSI

Como se ha ido viendo a lo largo del apartado anterior, 
la inducciôn de estructura PSI en el DNA por parte de la histona Hl, la 
regiôn C-terminal y las distintas fracciones agregadas de la histona Hlcc,
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no es un proceso instantâneo, sino que conlleva un proceso cinêtico con 
al menos dos cambios, uno répido y otro lento, aunque podria haber mâs. 
Este hecho fue primeramente observado por Jordan et al (1972), como se 
comentô ampliamente en la introducciôn, al inducir estructura PSI en DNA 
de fago T7 mediante PEO. Sobre este aspecto cinêtico de la formaciôn de 
estructura PSI no se ha insistido mucho mâs. Dadas estas circunstancias, 
parece interesante plantear un estudio cinêtico mâs exacto, mediante el 
cual se pudieran detectar y calculer las constantes aparentes de al menos, 
los dos procesos antes mencionados; el cambio râpido inicial en el espec 
tro y el cambio lento que se produce entre la primera hora y las 24 horas.

Debido a que el cambio més drâstico del espectro de DC se 
produce en la zona de 27D nm, se va a tomar la variaciôn de elipticidad 
a êsta longitud de onda al format el complejo, como Indice del proceso 
de inducciôn de estructura PSI, Para el ajuste cinêtico se considéra el 
proceso global como suma de los distintos procesos indivlduales de que 
se compone. Segûn esto si consideramos cada uno como un proceso cinêtico 
de primer orden, la variaciôn de elipticidad a 27D nm vendrâ dada por la 
ecuaciôn exponencial:

f « >270 ■ - - ='*''>i

donde es la constante aparente de cada proceso cinêtico individual, 0^ 
es la contribuciôn a tiempo infinite, n es el nûmero de procesos indivi­
dus les y t el tiempo en minutes. Si tomamos como valor cero la eliptici­
dad r 270 antes de inducir la estructura PSI (tiempo cero), el signo me­
nos es debido a que la elipticidad disminuye al transcurrir el proceso. 
Como se ha visto a lo largo de todo el apartado 3.2.,1a contribuciôn en 
dicroismo circular a 27D nm de los distintos complejos toma valores muy 
dispares, desde aproximadamente -9000 hasta -360000. Con el fin de compen 
sar estas diferencias para poder comparar las cinêticas de los diferentes 
procesos se han normalizado en tantos por ciento, tomando como 100% la
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contribuciôn a tiempo infinite de cada proceso. De esta forma la ecua - 
ciôn de ajuste pasa a ser:

C(t) . A (X -
i.l ^

donde ahora C(t] représenta el tanto por ciento de la elipticidad total 
a 270 nm de dicho complejo a cada tiempo t, y représenta la contribu­
ciôn, en tanto por ciento, a tiempo infinito de cada proceso cinêtico in 
dividual. El ajuste de esta ecuaciôn exponencial se llevô a cabo median­
te el programa ABAROUSA (ver apartado 2.8.3.), mediante el cual se ajus- 
tan los datos expérimentales de una a cuatro exponenciales, seleccionan- 
do posteriormente el mejor de estos ajustes. Los criterios seguidos para 
esta selecciôn han sido los siguientes; menor suma de residuales (diferen 
cia entre el valor observado y calculado para cada punto) de todos los 
puntos; distribuciôn lo mâs aleatoria posible de los valores residuales 
(esto es para evitar vicios en alguna de las regiones del ajuste) cpmp 
indice de que la dispersiôn se debe al ruido experimental y no a defec- 
tos en el ajuste; y por ûltimo chequear el comportamiento estadistico de 
los residuales, representando la probabilidad normal de cada residual en 
funciôn del valor de cad uno de ellos, esta representaciôn debe aproximar 
se en lo posible a una recta, para que la dispersiôn de residuales cum - 
pla este requisite estadistico. En la tabla X se muestra el listado de 
salida de ordenador para un ajuste, mediante el citado programa, con très 
exponenciales. Este ajuste ha sido considerado bueno, pues, como se pue­
de apreciar en la figura 25, los valores calculados y observados coinci- 
den bastante (esto es, tienen residuales pequenos). Por otro lado la dis 
persiôn de residuales es suficientemente aleatoria (figura 26) y la re - 
presentaciôn de la probabilidad normal se ajusta bastante bien a una rec 
ta (figura 27). Como se puede observer por la tabla X, en este caso los 
valores de la cinêtica no estân normalizados, teniendose que hacer a con 
tinuaciôn mediante un programa en BASIC procesado en el microprocesador



TABLA X. Listado de salida del programa ABAROUSA, para el ajuste median 
te très exponenciales del proceso cinêtico de inducciôn de es­
tructura PSI en un complejo DNA-Hlcc r= 0.4, seguido como va­
riaciôn de elipticidad a 270 nm. Las unidades son :"tiempo” en 
minutes; "y",incremento de alturas en el espectro, en mm, toman 
do como cero la elipticidad a 270nm antes de comenzar la cinêtica.

POFOICTED OBSERVED
NO. NAMP V V RESIDUAL TIEMPO

1 0 . 0 0 . 0 0 .0 0 .0
2 5 9 .8 0 1 4 2 2 6 0 .0 0 0 0 0 0 0 .1 9 8 5 7 8 1 .0 0 0 0 0 0
3 9 0 .4 2 1 3 7 1 8 0 .0 0 0 0 0 0 - 0 .4 2 1 3 7 1 2 .0 0 0 0 0 0
4 9 1 .6 8 3 6 4 0 9 1 . 500 000 - 0 .1 8 3 6 4 0 3 .0 0 0 0 0 0
5 1 0 0 .0 8 1 9 0 9 1 0 0 .0 0 0 0 0 0 - 0 .0 8 1 9 0 9 4 . 0 0 0 0 0 0

1 0 7 ,1 2 8 6 9 3 1 C8. 000 000 0 .8 7 1 3 0 7 5 .0 0 0 0 0 0
î 1 1 3 .2 5 7 4 0 1 1 1 3 .0 0 0 0 0 0 - 0 .2 5 7 4 0 1 6 . 0 0 0 0 0 0
m 1 1 8 .6 5 4 4 9 5 1 1 9 .0 0 0 0 0 0 0 .3 4 5 5 0 5 7 .0 0 0 0 0 0

1 2 3 .4 3 9 1 0 2 1 2 4 . 000 0 0 0 0 .5 6 0 8 9 8 8 .0 0 0 0 0 0
10 1 2 7 .7 0 3 5 3 7 1 2 7 .0 0 0 0 0 0 - 0 .7 0 3 5 3 7 9 .0 0 0 0 0 0
1 1 1 3 1 .5 2 3 9 4 1 1 3 1 .5 0 0 0 0 0 -0 .0 2 3 9 4 1 1 0 .0 0 0 0 0 0
12 1 3 4 .9 6 4 1 8 8 1 3 5 .0 0 0 0 0 0 0 .0 3 5 8 1 2 1 1 .0 0 0 0 0 0
13 1 3 8 .0 7 8 0 0 3 1 3 8 .0 0 0 0 0 0 - 0 .0 7 9 0 0 3 1 2 .0 0 0 0 0 0
14 1 4 0 .9 1 0 8 4 3 1 41 . 000 0 0 0 0 .0 8 9 1 5 7 1 3 .0 0 0 0 0 0
15 1 4 3 .5 0 1 0 2 2 1 4 3 .0 0 0 0 0 0 - 0 .5 0 1 0 2 2 1 4 .0 0 0 0 0 0
16 1 4 5 .8 8 1 0 1 2 1 4 6 .0 0 0 0 0 0 0 .1 1 8 9 8 8 1 5 .0 0 0 0 0 0
17 1 4 8 .0 7 8 2 1 7 1 4 7 .5 0 0 0 0 0 - 0 .5 7 8 2 1 7 16. 0 0 0 0 0 0
l e 1 5 0 .1 1 5 9 3 6 1 5 0 .0 0 0 0 0 0 - 0 .1 1 5 9 3 6 1 7 .0 0 0 0 0 0
19 1 5 2 .0 1 3 8 7 0 1 *2 . 000 0 0 0 - 0 .0 1 3 8 7 0 1 8 .0 0 0 0 0 0
20 1 5 3 .7 8 8 7 4 2 1 5 3 .5 0 0 0 0 0 - 0 .2 8 8 7 4 2 1 9 .0 0 0 0 0 0
21 1 5 5 .4 5 4  849 1 5 5 .5 0 0 0 0 0 0 .0 4 5 1 5 1 2 0 .0 0 0 0 0 0
22 1 5 7 .0 2 4 2 6 1 1 5 7 .0 0 0 0 0 0 - 0 .0 2 4 2 6 1 2 1 .0 0 0 0 0 0
23 1 5 9 .5 0 7 3 5 5 1 5 9 .0 0 0 0 0 0 0 .4 9 2 6 4 5 2 2 .0 0 0 0 0 0
24 1 5 9 .9 1 3 0 1 0 1 6 0 . COOOOO 0 .0 8 6 9 9 0 2 3 . OOOOOO
25 1 6 1 .2 4 8 7 6 4 1 6 1 .5 0 0 0 0 0 0 .2 5 1 2 3 6 2 4 . OOOOOO
26 1 6 2 .5 2 1 1 7 9 1 6 2 .5 0 0 0 0 0 -0 .0 2 1 1 7 9 2 5 .0 0 0 0 0 0
27 1 6 3 .7 3 5 8 5 5 1 6 4 .0 0 0 0 0 0 0 .2 6 4 1 4 5 2 6 . OOOOOO
28 1 6 4 .8 9 7 6 5 9 1 6 5 .0 0 0 0 0 0 0 .1 0 2 3 4 1 2 7 .0 0 0 0 0 0
29 1 6 6 .0 1 0 8 0 3 1 6 6 .0 0 0 0 0 0 - 0 .0 1 0 8 0 3 2 8 .0 0 0 0 0 0
3 0 1 6 7 .0 7 8 9 4 9 1 6 7 .0 0 0 0 0 0 - 0 .0 7 8 9 4 9 2 9 . OOOOOO
31 1 6 9 .1 0 5 3 1 6 1 6 8 .0 0 0 0 0 0 -0 .1 0 5 3 1 6 3 0 .0 0 0 0 0 0

32 1 7 2 .6 9 8 0 7 4 17  3 .0 0 0 0 0 0 0 .3 0 1 9 2 6 35 . OOOOOO
33 1 7 6 .5 5 7 4 9 5 1 7 7 .0 0 0 0 0 0 0 .4 4 2 5 0 5 4 0 .0 0 0 0 0 0
34 1 7 9 .8 3 6 5 9 4 1 8 0 .0 0 0 0 0 0 0 .1 6 3 4 0 6 4 5 .0 0 0 0 0 0
35 1 8 2 .6 3 8 0 4 6 I 8 2 .5 0 0 0 0 0 - 0 .1 3 8 0 4 6 5 0 . OOOOOO
36 1 8 5 .0 3  7964 1 8 4 .5 0 0 0 0 0 -0 .5 3 7 9 6 4 5 5 .0 0 0 0 0 0

37 1 8 7 .0 9 6 6 6 4 1 8 7 .0 0 0 0 0 0 - 0 .0 9 6 6 6 4 60 . OOOOOO
38 1 9 9 .8 6 3 8 0 0 1 8 8 .5 0 0 0 0 0 - 0 .3 6 3 8 0 0 6 5 .0 0 0 0 0 0
39 1 9 0 .3 8 1 1 6 5 1 9 0 .0 0 0 0 0 0 - 0 .3 8 1 1 6 5 7 0 .0 0 0 0 0 0

40 1 9 1 .6 8 4 2 5 0 1 9 1 .5 0 0 0 0 0 - 0 .1 8 4 2 5 0 7 5 .0 0 0 0 0 0
41 1 9 2 .8 0 3 4 2 1 1 9 3 .0 0 0 0 0 0 0 .1 9 6 5 7 9 8 0 .0 0 0 0 0 0
42 1 9 3 .7 6 4 6 4 8 1 9 4 .0 0 0 0 0 0 0 .2 3 5 3 5 2 8 5 .0 0 0  000

43 1 9 4 .5 9 0 2 7 1 1 9 5 .0 0 0 0 0 0 0 .4 0 9 7 2 9 9 0 . OOOOOO
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HP85; este programa ademâs représenta la curva cinêtica del proceso glo­
bal junto con las curves de los distlntos procesos individuales que re - 
sultan del ajuste (figura 28).

3.3.1. Gomplejos con H1 y dominioa confortnaclonales

En primer lugar se realizaron las cinéticas de complejos
de Hltt con DMA de gran tamano, en las mismas condiciones expérimentales
descritas en el apartado 3.2.1.1. para los espectros de DC. La cinêtica
se registrô al anadir la sal al complejo ya formado en las condiciones
requeridas en cada caso. La relaciên r fue 0.25 y se varié la fuerza iê-
nica con el fin de ver su influencia sobre la cinêtica. El resultado del
ajuste cinêtico se muestra en la tabla XI (a, b, y c). Como se ve en los
très casos el mejor ajuste impiica dos procesos, uno râpido y otro lento.
Las constantes cinéticas aparentes son, como se puede comprobar, del mis

-1mo orden en los très complejos (una aproximadamente 0.07 min y otra 2.4 
min ^), variando la contribuciôn a tiempo infinito de cada uno, de forma 
que en KF O.llM el proceso que présenta mayor contribuciôn (67%) es el 
lento, mientras que en KF 0.17 y 0.34M el proceso répido cobra mayor con 
tribuciôn (56 y 63% respectivamente). Como se ve en todos ellos al cabo 
de poco mês de 1 hora el proceso ha alcanzado el 100% de contribuciôn,

Por otro lado se han realizado tambiên las cinéticas con 
histona H1 nitrada de ambas especies. El resultado se muestra en la ta - 
bla XI (d, e, y f), donde los complejos se han realizado para dos con 
centraciones distintas de DNA en el complejo de histona de timo de terne 
ra. Comparando los ajustes d y e se aprecia como la cinêtica del comple­
jo Hltt nitrada es mucho mâs râpida en sus dos procesos que la de Hlcc 
nitrada, para concentraciones de DNA similares. Este hecho vendria a co- 
rroborar las ligeras diferencias de afinidad por el DNA de ambas histo - 
nas, detectadas en DC (apartado 3.2.1.). Hay que resaltar el hecho de -
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que a menor concentracifin de DNA el proceso no se ha podido ajuster a - 
dos exponenciales, siendo necesaria una tercera. Esto significa la exis- 
tencia de très procesos, uno de ellos més lento que todos los anteriores 
de constante aparente 0.057 min ^ y un 20% de contribuciôn. Este hecho 
llevarla a considérer, de nuevo, la gran Importancia de la concentraciôn 
de DNA como factor decisive en la formaciôn del complejo en estructura 
PSI,* ya que por debajo de un cierto valor el proceso lento tomarîa mayor 
importancia pudiendose llegar a una situaciôn donde no se forme la cita- 
da estructura,

Comparando estos resultados con los observados por Jordan 
et al (1972) en complejos DNA-PEO, tal como se senalô en la introducciôn, 
se podrîa considerar el proceso cinêtico râpido como la formaciôn de una 
estructura compacta, pero desordenada, del DNA en el complejo. Natural - 
mente este paso debe depender bastante de la relaciôn proteina/DNA y de 
la concentraciôn de CWA. En segundo lugar se darla al menos una transi - 
ciÔn lenta, que coincidiria con la ordenaciôn de la estructura compacta 
Inicial; esta cinêtica dependeria en manor medida de r y de la concentra 
ciôn de DNA. Como se puede observer comparando las cinéticas a, b y c de 
la tabla XI la constante cinêtica del proceso répido, de compactaciôn 
desordenada, es practicamente la misma para las très; este hecho estarla 
de acuerdo con lo dicho anteriormente ya que las très cinéticas se han 
realizado a la misma concentraciôn de DNA y mismo r. Por otro lado, las 
diferencias mayores corresponden al segundo proceso, de ordenamiento, que 
dependeria, en este caso, de la fuerza iônica, A continuaciôn se realiza 
ron las cinéticas de los complejos con DNA sonicado. Con el fin de poder 
comparer todos los resultados, se han hecho, para los distintos comple - 
jos, siempre en las mismas condiciones: r=0.4, NaCl 0.14M, EDTA-fosfato 
sôdico ImM, pH 7.0 y concentraciôn de CMvJA 0.018 mg/ml. En la tabla XII 
se muestran los resultados del ajuste mediante exponenciales con el pro­
grama ABAROUSA. Como se puede ver en todos los casos el mejor ajuste se-
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TABLA XII: Ajuste de las cinéticas de inducciôn de estructura PSI de corn-
piejos DNA sonicado- Hltt , CNBS :y CT3.

Contribuciôn
Complejo "l ''E "2 *̂ 3 "3 1 hora 2 horas

a Hltt 0.026 42 0.216 30 1.75 28 91 98
b CNBS 0.050 29 0.285 32 1.89 40 90 99
c CTB 0.023 31 0.28 44 0.88 25 92 98
d CNBS 0.019 

(adicion de 
sal posterior)

15 0.5 25 6.46 60 95 90

TABLA XIII;: Ajuste de las cinéticas de inducciôn de Eîstructura PSI de
complejos DNA sonicado - H1 de Ceratitis capitata y fraccio-
nés oxidadas.

Contribuciôn
Complejo S  \ "2 3 ^3 •<4 1 hora 2 horas

Hlcc 0.030 39 0, 174 39 1.55 30 - - 94 97
BGl 0.011 29 0.038 32 0. 150 25 4,61 14 02 92
BG2 0.024 48 0. 182 52 — — - - 89 97
BG3 0.048 38 0.256 31 0.784 31 - - 90 99

Nota: K,: Constante cinêtica aparante del proceso 1-•ésimo (min ^)
Contribuciôn del proceso i-ésimo.(%)
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leccionado impiica très procesos cinêticos correspondientes a cambios râ 
pido, intermedio y lento. Las cinéticas a, b y c de la citada tabla, co­
rresponden a los complejos formados con Hltt, CNBS y CTB, respectivamen­
te. En todas elles la cinêtica se registrô al anadir la proteîna al DNA, 
ambos en las condiciones de fuerza iônica deseadas (NaCl 0.14M). La ciné 
tica d, de la misma tabla, corresponde a la registrada al anadir NaCl a 
un complejo ya formado DNA-CTB (r»0,4, figura 20, curva 1̂) en ausencia 
de sal, hasta llevarlo a una concentraciôn final de 0.14M.

Las diferencias entre las très cinéticas realizadas al - 
anadir la proteîna al complejo, de nuevo son poco significativas. No obs 
tante cabrîa resaltar algunos puntos. El cambio mayor en el complejo con 
Hltt (42%) es resultado del cambio lento (K=0,026 min ^), es decir de la 
fase de ordenaciôn de la estructura compacta formada por el cambio râpi­
do, segôn se comentô anteriormente, esto hace que el proceso global resul 
te algo mâs lento. Sin embargo el complejo formado con CNBS présenta su 
contribuciôn mayor (40%) como resultado de la fase de compactaciôn desor 
denada, mientras que el complejo DNA-CTB, al contrario de lo que se po - 
drîa preveer, présenta su mayor contribuciôn (44%) como resultado del 
proceso cinêtico intermedio, no descrito anteriormente, y que vendria a 
ser una primera fase del ordenamiento, algo mâs râpida qua la segunda - 
(que séria la que se observa en los otros complejos). De nuevo parece co 
mo si la regiôn globular ejerciera un papel modulador, pero sôlo cuando 
esté integrada en la molécula, pues como se deduce de la cinêtica del com 
plejo DNA-CNBS, la regiôn C-terminal con algo de regiôn globular provoca 
la formaciôn de estructura PSI mâs râpidamente que dicha regiôn aislada 
(complejo DNA-CTB).

Un resultado significative es el del complejo formado pr^ 
mero por la adiciôn de DNA y CNBS y posterior adiciôn de sal. Como se ve 
en la tabla VIII, ajuste d, el proceso mayoritario (60%) es uno muy râpi 
do (K=6.46 min ^). Este hecho se podrîa interpretar como que al estar ya
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la proteîna unida al DNA, aun en ausencia de sal, el complejo esté ya al
go estructurado y esta estructura al situarla en las condiciones de fuer
za iônica adecuadas, pasa de modo muy râpido a formar estructura PSI, aun 
que en menor contribuciôn. Es lôgico que este proceso sea muy râpido pues 
de alguna forma el complejo estaba espacialmente predispuesto. Es decir, 
que el orden de adiciôn a la hora de formar el complejo,influye no sôlo 
en la contribuciôn de estructura PSI formada (figur*a 20), sino tambiên
en la cinêtica del proceso.

3.3.2. Complejos con Hlcc y agregados.

El resultado de la descomposiciôn en exponenciales de las 
cinéticas de formaciôn de estructura PSI par H1 de Ceratitis capitata y 
los agregados obtenidos por oxidaciôn (SGl, BG2, y BG3) se muestran en la 
tabla XIII.

Si comparamos el comportamiento cinêtico de las histonas 
Hlcc y Hltt, apartado anterior, comprobamos que ambos son muy parecidos 
pues tienen très procesos, râpido, intermedio y lento con contribuciônes 
similares (30, 31 y 39% respectivamente), El complejo DNA-BG3 présenta 
una cinêtica muy similar a la del complejo con H1 nativa, aunque un poco 
mâs râpida, ya que se alcanza el estado final un poco antes (a una hora 
el 90% frente al 94% de H1 nativa). Ahora bien, en esta cinêtica, el pro 
ceso râpido o fase de compactaciôn desordenada (K=1.55 min )̂ ha disminui 
do ligeramente, si bien esto es compensado por un incremento en la cons­
tante aparente de los otros dos procesos. El mejor ajuste de cinêtica del 
complejo DNA-BG2 se logra con dos exponenciales. Este resultado parece in 
dicar como si el hecho de la agregaciôn de dos moléculas de histona difi 
cultara la fase de compactaciôn. En conjunto esta cinêtica transcurre mâs 
lenta que las anteriores (sôlo el 89% al cabo de une hora de formar el
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complejo). Por ûltimo el complejo ONA-BGl présenta una cinêtica mucho - 
mâs compleja; el ajuste sôlo se logra utilizando 4 exponenciales. Ahora 
bien, pese a tener un proceso rapidisimo (K=4,61), êste représenta una 
contribuciôn de sôlo un 14%, es como si el gran volumen de esta fracciôn 
favoreciera un agrupamiento desordenado rapidisimo pero de escasa centri 
buciôn. Por lo demâs el proceso global resultaria, lôgicamente, mâs len­
to todavîa que los anteriores,

Estos resultados permiten deducir ya algunas diferencias 
en el comportamiento de los distintos agregados, diferencias que, a la 
vista de los espectros de DC, eran diflciles de discemir. Le fracciôn 
BG3 al tener un puente disulfuro intramolecular no consigue inducir tan­
ta estructura PSI como la molécule nativa, pero al ser mâs compacta, el 
proceso es un poco mâs râpido. Le fracciôn BG2, dimero, tambiên forma me 
nos PSI y al ser de mayor tamano,el proceso cinêtico esté algo impedido 
y va mâs lento. Por ûltimo, el multlmero BGl, a tiempo suficientemente 
alto, llega a inducir tanta estructura PSI como el resto de las fraccio- 
nés, pero el proceso es mâs lento debido al gran impedimento estérico - 
que debe suponer formar el complejo con el tmjltîmero.

3.4. DIGESTION CON NUCLEASA DE COVPLEJOS DNA-CNBS

Es lôgico penser que si los complejos sehalados anterior­
mente, conducen a algûn tipo de estructura compacta (tal como parece por 
los dates de microscopla electrônica), presenten algûn tipo de resisten- 
cia a la digestiôn por nucleasas. Si esto fuera asî, indicarla una pro - 
tecciôn del DNA como consecuencia de esta estructura, y al mismo tiempo 
séria posible observer si existe algûn tipo de comportamiento cooperati- 
vo en la formaciôn de la misma. Tambiên, la obtenciôn de zonas limite de 
digestiôn, permitirîa el aislamiento de las mismas y el câlculo de su es 
tequiometrîa, tamano del DNA, etc. En la presents memoria ûnicamente se
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presentan los resultados de la digestiôn con nucleasa micrococal sobre 
complejos DNA-CNBS, a las distintas relaciones r=0. (control), 0.1, 0.2, 
0.3 y 0.4; siguiendo el esquema experimental detallado en el apartado 2,4.

En la figura 29 se muestra el tanto por ciento de DNA dige
rido frente al tiempo pars los distintos.complejos, celeulado a partir de
la variaciân de la absorcion a 260 nm, despuês de seis horas a 25°C. Co 
mo puede observarse aparecen varios hechos interesantes. A r=0.1 y 0.2 
no existe ningûn impedimento en la digestiôn, apareciendo a r=0.3 cierta 
dificultad, y a r=0.4 solâmente se ha digerido el 52% del DNA total, al 
cabo de las seis horas. Parece como si existiera un efecto coopérative, 
en dependencia de la relaciôn proteina/DNA, para la formaciôn de una de- 
terminada estructura que protege, precisamente, al DNA de la digestiôn. 
Este efecto cooperativo tambiên habia sido observado al estudiar la va- 
riaciôn de estructura PSI, como elipticidad a 270nm, en funciôn de r (ver
el apartado 3.2.2.1. y la figura 19 ) , donde se aprecia como al ir au
mentando r la elipticidad negativa a 270 nm va aumentando poco a poco al 
principle, para luego dar un aumento brusco hasta r=0.4.

Por otro lado los aspectos de las curves cinéticas para
r=0.3 y 0.4 difieren completamente de las de las otras relaciones y de
la del DNA control, en el sentido de que las primeras presentan un com­
portamiento sigmoideo, mientras que el de las segundas es hiperbôlico. 
Este resultado indicaria que no sôlo se de coopératividad en funciôn del 
aumento de r, sino que la propia cinêtica de cada complejo en las rela - 
clones r=0.3 y 0.4 présenta un comportamiento cooperativo, es decir que 
existe una resistencia inicial a la digestiôn para luego digerirse répi-
damente hasta rendir la fracciôn resistente a seis horas.

3.5. DE5NATURAL1ZAC10N TERMICA DE LOS COMPLEJOS

Como se indicé en la introducciôn el DC nos da informaciôn
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acerca de la estructura de los complejos, pero no nos dice nada sobre 
su estabilidad, ni permits deducir parâmetros termodinémicos, constantes 
de asociaciân, etc, Con este fin se ha recurrido a la têcnica de desna- 
turalizaciân têrmica de los complejos. Este estudio se ha realizado for- 
mando los complejos con DNA sonicado. Esto es debido a que en este estu­
dio se necesitan relaciones mâs altas de proteina/DNA, un conocimiento 
exacte de la relaciôn r deseada y, lo que es mâs importante, una concen- 
tracifin de sal baja y lo mâs exacta posible. Todos estos requisitos re­
sultan casi imposibles de conseguir par el mêtodo de formaciôn de comple 
Jos solubles mediante diâlisis, sobre todo el obtener valores de r supe- 
riores a 0.5 sin que précipité.

Aunque los aspectos expérimentales y de mêtodo fueron ex- 
puestos en el apartado 2.3.2., se va a detallar aqui el sistema seguido 
para la descomposiciôn en gaussianas y los criterios para la selecciôn 
de un conjunto determinado de ellas. Para ello se va a elegir una curva 
cualquiera, polifâsica, y se describirâ todo el proceso seguido, Concre- 
tamente la seleccionada es la correspondiente al complejo DNA-Hltt a r= 
0 .6 .

Las curves de transiciôn expérimentales se trazan toman-
do puntos discrètes a cada temperatura (ver el apartado 2,6) y por tanto
poseen un cierto error experimental o dispersiôn por ruido. Para calcu- 
lar la derivada corrigiendo, en lo posible, este ruido experimental, pues 
de lo contrario darîa una curva en forma de dientes de sierra, se utili-
z6 un programa automâtico que calcula la pendiente de cada uno de los
puntos mediante regresiôn lineal por minimes cuadrados, tal como se da­
ta 116 en el apartado 2.8,1,

Una vez calculada la curva derivada, que représenta el va­
lor de la derivada de la curva de transiciôn têrmica a cada temperatura, 
el programa MORDOR ajusta la curva experimental al mejor conjunto de gau­
ssianas, probando de dos a seis mediante un programa de regresiôn no li-
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neal (apartado 2.0.2). Los criterios a la hora de escoger un conjunto de 
gaussianas han sido los mismos qua los expuestos en el apartado 3.3. En 
la tabla XIV muestra el resultado de este ajuste para la curva deriva­
da de la transiciôn del complejo anteriormente senalado, Como se ve, aun 
que el ajuste con error mlnimo es el primero, los valores de altura mâxi 
ma de la primera y tercera gaussianas son muy pequenos, por lo que hace 
pensar que sea un artefacto del mêtodo. Considârese que una curva cual­
quiera con N puntos expérimentales se puede ajuster a un conjunto de N 
gaussianas de altura el valor de la ordenada en cada punto, de anchura 
despreciable y centrada cede una en su punto concreto. Este ajuste darla 
un error prôximo à ceroT Por otra parte, aunque no se muestra en la ta­
bla, el comportamiento estadlstico de los residuales no es del todo al 
azar, presentando una ligera preponderancia negativa.

Si fijamos nuestra atenciôn en el ajuste segundo observa- 
mos que se han anulado las gaussianas primera y tercera, hecho que prue- 
ba que el primer ajuste introducla un artegacto. Este ajuste ("Tabla XV', . 
Figure 30)) es aceptable , la dispersiôn de puntos es bastante estadls-
tica (figura 31) y la representaciôn de la probabilidad normal frente a 
los residuales (figura 32) se aproxima considerablemente a una recta, El 
resto de los ajustes presentan errores demasido grandes como para ser te 
nidos en euenta.

En la figura 33 se muestran los puntos expérimentales de ■ 
la derivada en cuestiôn, junto con la curva derivada suma de las très 
gaussianas dadas por el çitado ajuste segundo. Como puede apreciarse el 
ajuste es bastante bueno. Por ûltimo, del câlculo de las areas de las très 
gaussianas referidas al area total se puede deducir la contribuciôn rela­
tive que représenta cada transiciôn respecta del total. En resumen, la 
descomposiciôn en gaussianas aporta un mayor conocimiento de la curva de 
rivada de la curva de transiciôn têrmica, pues nos permits, no solo cal 
cular las Tm con mayor exactitud desechando los posibles artefactos, si-
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TABLA XIV : Ajuste mediante gaussianas de la curva derivada de la tran -
siciôn têrmica del complejo DNA-Hltt, r=o.6 utilizando el 
programa MORDOR.

Ajuste
Gaussianas Parâmetros 1 2 3 4 5

1# H 5.9 0.0 7.4 10.4 23,0
A 0,069 0.293 0.116 0.081 0.029

i2
T 57.7 40.0 55.7 65.1 62.1
H 24.6 23.9 23.0 18.5 50.0
A 0.034 0.023 0.039 0.040 0.011
T 63.5 62.9 51.9 60.6 78.6

33 H 6.9 0.0 0.0 50.1 -
A 0.162 1.0 0.930 0.011 -
T 60.6 65.5 67.4 78.5 -

4? H 20.4 10.4 48.-0 - -
A 0.058 0.119 0.008 - -
T 75.2 75.6 77.2 - -

53 H 41.8 45.8 - - -
A 0.014 0.012 ■ - - -
T 80.7 79.5 - - -

63 H 0.0 - - - -
A 0.082 - . - - -
T 88.9 - - - -

residuales 11.8 20.2 901.1 84.3 100.9

Nota : y T^ son los paramétras que caracterizan cada gaussiana se­
gûn se describe en el texto.



tabla XV. Listado de salida del programa MORDOR, para la descomposiciôn 
en très gaussianas de la curva derivada de la curva de transi 
ciôn têrmica del complejo DNA-Hltt, r= 0.6.

CASE P0F.IMCÎED OBSERVED
NO. K A rtf OIR IV DERIV RESIDUAL TEMP

1 0 .1 4 4 4 8 1 C.O -0 .1 4 4 4 8 1 4 8 .0 0 0 0 0 0
2 0 .2 0 0 5 3 9 0 . 0 - 0 .2 8 0 5 3 9 4 9 . OOCCOO
3 0 .5 2 0 2 3 5 0 . 0 - 0 .5 2 0 2 3  5 5 0 .0 0 0 0 0 0
4 0 .9 2 1 3 8 6 C . 200 000 - 0 .7 2 1 3 8 6 5 1 .0 0 0 0 0 0
S 1 .5 5 8 5 7 8 0 .9 0 0 0 0 0 - 0 .6 5 8 5 7 9 5 2 .0 0 ( 0 0 0
6 2 .5 1 8 1 4 7 1 .7 9 9 9 9 9 - 0 .7 1 8 1 4 7 5 3 .0 0 0 0 0 0
1 3 .8 8 6 1 6 5 3 .2 0 0 0 0 0 - 0 .6 8 6 1 6 5 5 4 . OCOCOO
S 5 .7 2 9 1 1 7 5 .7 0 0 0 0 0 -0 .0 2 9 1 1 8 5 5 .0 0 0 0 0 0
V 8 .0 6 9 2  72 6 .2 0 0 0 0 0 0 .1 3 0 7 2  8 5 6 .0 0 0 0 0 0

10 1 0 .8 6 0 3 5 5 1 1 .2 9 9 9 9 9 0 .4 3 9 6 4 4 5 7 .0 0 ( 0 0 0
11 1 3 .9 7 1 4 4 0 1 4 .5 0 0 0 0 0 0 .5 2 8 5 6 0 5 8 .0 0 0 0 0 0
12 1 7 .1 8 7 6 6 8 1 7 .3 9 9 9 9 4 0 .2 1 2 3 2 6 5 9 .0 0 0 0 0 0
1 J 2 0 .2 3 3 4 4 4 2 0 .2 9 9 9 8 8 0 .0 6 6  544 6 0 .0 0 0 0 0 0
14 2 2 .8 1 7 3 9 8 2 2 .< 9 9 9 9 7 - 0 .1 1 7 4 0 1 6 1 .0 0 0 0 0 0
1 5 2 4 .6 9 1 3 1 5 2 4 .6 9 9 9 9 7 0 * 0 0 8 6 8 2 6 2 .0 0 C 0 0 0
16 2 5 . 7C8130 2 5 .8 9 9 9 9 4 0 .1 9 1 8 6 4 6 3 .0 0 0 0 0 0
1 r 2 5 .8 6 2 5 9 1 2 5 .5 0 0 0 0 0 - 0 .3 6 2 9 9 1 6 4 . OOOOOO
1 H 2 5 .3 0 4 2 9 1 , 2 4 .7 9 9 9 8 8 - 0 .5 0 4  303 6 5 .0 0 0 0 0 0

1 4 2 4 .3 1 0 4 2 5 2 3 .7 9 9 9 8 8 - 0 .5 1 0 4 3 7 6 6 .0 0 0 0 0 0
20 2 3 .2 3 8 4 6 4 2 3 .1 9 9 9 9 7 - 0 .0 3 8 4 6 7 6 7 .0 0 ( 0 0 0
21 2 2 .4 6 1 3 0 4 2 3 .1 9 9 9 9 7 0 .7  386 93 6 8 .0 0 0 0 0 0
22 2 2 .3 1 9 5 0 4 2 3 .0 9 9 9 9 1 0 .7 8 0 4 8  7 6 9 . OOCCOO
23 2 3 .1 2 0 1 7 8 2 3 .5 9 9 9 9 1 0 .4 7 9 8 1 3 70.OOC0OO
24 2 5 . I8 8 C 4 9 2 4 .6 9 9 9 9 7 - 0 .4 8 8 0 5 2 7 1 .0 0 0 0 0 0
29 2 8 .0 6 6 1 3 5 2 8 .0 0 0 0 0 0 - 0 .8 6 6 1 3 5 7 2 .0 0 0 0 0 0
26 3 4 .2 5 4 4 8 6 3 4 .1 9 9 9 9 7 - 0 .0 5 4 4 8 9 7 3 .0 0 0 0 0 0
21 4 0 .6 9 3 0 6 5 4 1 .1 9 9 9 9 7 0 .5 0 6 9 1 2 7 4 . OOOOOO
20 4 6 .5  91446 4 7 .0 0 0 0 0 0 0 .4 0 8 5 5 4 75.00C C 0C
2V 5 0 .2 5 3 ( 9 8 s c .c o c ô o o -0 .2 5 3 C 9 8 7 6 .0 0 0 0 0 0
30 5 1 .1 4 2 0 5 3 5 0 .2 9 9 9 8 8 - 0 .8 4 2 0 6 5 7 7 . OOOOOO
31 5 0 .1 4 7 6 5 8 5 C .599991 0 .4 5 2 1 3 3 7 8 .0 0 0 0 0 0
32 4 8 .5 3 0 6 0 7 4 9 .0 9 9 9 9 1 0 .5 6 9 1 8 3 7 9 .0 0 0 0 0 0
33 4 6 .8 8 5 0 5 6 4 7 .1 9 9 9 9 7 0 .3 1 4 9 4 1 BG.OOCOOO
34 4 5 .0 7 2 1 2 8 4 4 .6 9 9 9 9 7 - 0 .3 7 2 1 3 1 8 1 .0 0 0 0 0 0
39 4 2 .7 5 0 9 4 6 4 1 .6 9 9 9 9 7 - 1 .0 5 0 9 4 9 8 2 . OOCOOO
36 3 9 .7 5 5 3 1 0 3 9 .2 9 9 9 8 8 - 0 .4 5 5 3 2 2 8 3 .0 0 0 0 0 0
3 f 3 6 .1 3 9 2 0 6 3 6 .1 9 9 9 9 7 0 .0 6 0 7 9 1 8 4 . OOCCOO
30 3 2 .0 8 2 6 1 1 3 3 .0 0 0 0 0 0 0 . 9  17389 8 5 . QCCOOO
3<3 2 7 .8 0 7 4 3 4 2 9 .5 0 0 0 0 0 1 .6 9 2  566 8 6 .0 0 0 0 0 0
4 0 2 3 .5 3 0 4 1 1 2 1 .8 9 9 9 9 4 - 1 .6 3 0 4 1 7 8 7 . OOOOOO
41 1 9 .4 3 8 9 1 9 2 0 .0 0 0 0 0 0 0 .5 6 1 0 8 1 8 8 .0 0 0 0 0 0
42 1 5 .6 7 7 9 2 7 1 6 . COOOOO 0 .3 2 2 0 7 3 8 9 .0 0 0 0 0 0

4 1 2 .3 4 4 6 1 7 1 2 .0 0 0 0 0 0 - 0 .3 4 4 6 1 7 90 .00C C 0C
4 4 9 .4 6 9 4 0 9 9 .0 0 0 0 0 0 - 0 .4 8 9 4 0 9 9 1 .0 0 0 0 0 0
49 7 .1 2 1 5 4 3 7 .0 0 0 0 0 0 - 0 .1 2 1 5 4 3 9 2 . OOCCOO

5 .2 1 7 7 3 1 6 .0 0 0 0 0 0 0 .7 0 2 2 6 9 9 3 .0 0 0 0 0 0
47 3 .7 3 2 1 7 5 4 . COCOOO 0 .2 6 7 8 2 5 9 4 .0 0 0 0 0 0
40 2 .6 0 6 2 4 5 2 .0 0 0 0 0 0 - 0 .6 0 6 2 4 5 9 5 . OOCOOO
44 1 .7 7 6 6 1 3 1. ooo o o u -0 .7 7 6 8 1 3 9 6 .0 0 0 0 0 0
90 1 .1 8 2 6 1 0 0 . 0 - 1 .1 8 2 6 1 0 9 7 . OOCCOO
91 0 .7 6 8 4 4 5 0 . 0 - 0 .7 6 8 4 4 5 9 8 . OOCOOO
92 0 .4 8 7 4 8 2 C.O - 0 . 4  87402 9 9 .0 0 0 0 0 0
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Figura 30. Salida del programa MORDOR. Descomposiciôn en gaussianas, 
representaciôn de los valores calculados (P) y observados 
experimentalmente (o), frente a la temperatura. Los asteris 
cos muestran los puntos donde coinciden ambos valores.
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Figura 31. Salida del programa MORDOR. Representaciôn gréfice 
de los valores residuales frente a la temperatura.
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Figura 32. Salida del programa MORDOR. Representaciôn grôfica de la pro 
babilidad normal de cada residual (ordenadas), frente al va­
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gaussianas calculadas por 
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con la curva résultante de 
la adiciôn de êstas.



- 129 -

no localizar posibles picos solapados y, lo que es mâs importante, calcu- 
lar las contribuciones relativas de las distintas transiciones,

Con el fin de hacer un estudio comparable al realizado me 
diante OC, se han formado complejos con H1 de timo de t d m era y de Cera­
titis capitata, asi como con sus distintos dominios estructurales, Tam­
biên SB ha realizado este estudio con los agregados de H1 de insecte. En 
todos los casos el medio utilizado ha sido EDTA 1 mM, fosfato 1 mM, pH 7 
y las relaciones proteina/DNA variables, desde 0 hasta 1,6 (P/P)r En al­
gunos casos las relaciones 1.4 y 1.6 presentaban ya cierto grade de tur- 
bided. Los complejos TRC-DNA, debido posiblements a la baja constante de 
afinidad de este fragmente al DNA, fueron formados a relaciones mayores 
(de 0 a 4). La concentraciên de DNA utilizada en todos los casos fuê de 
OJO30 mg/ml.

3.5.1. Histona H1 nativa.

Las curvas derivadas de las curves de transiciôn têrmica 
de col piejos DNA-Hl de tt se realizaron tal como se indicé anteriormente 
a las relaciones r = 0, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8, 1.0, 1.2. En la figura 34 
se muestran sôlo las curvas mâs representativas y en la tabla XVI los da 
tas nûméricos de Tm y contribuciones calculadas mediante la descomposi 
ciôn en gaussianas. Hay que resaltar, en primer lugar, la gran estabili 
zaciôn que se logra en el DNA al ir aumentando là cc de histona, llegando 
a elevar la Tm a 90°C para el complejo r = 1.2, siendo la del DNA control 
de 56°C en las mismas condiciones. Par otro lado, para concentraciones 
interriiedias de histona se producen curvas polifâsicas que indican zonas 
de DNA qu3 funden a distintas temperaturas, por tanto, que tienen dife- 
rente estabilidad. Para poder justificar las distintas transiciones hay 
que recorder lo dicho en el apartado 1.1. referents a la estructura de 
la histona H1 y la contribuciôn de sus diferentas dominios estructurales: 
Regiôn globular (39^), C-terminal (45^) y N-terminal (16%). Siendo las
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Figura 34. Curvas derivadas de las curvas de desnaturalizaciôn têrmica 
de complejos DNA-Hltt en EDTA ImM, fosfato sêdico ImM, pH 
7.0 y concentracifin de DNA 0.030 mg/ml, para las distintas 
relaciones, r, indicadas.
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TABLA XVI: Da to s de Tm y contribuciôn de cada trdnsiciôn (en "/:) para corn 
piejos DNA-Hltt.

r nB transiciones Tm(°C) (%) Tm(°C) m Tm(°C] (%) Tm(°C) (%)

0 2 55.0 67 61.4 33
0.2 3 55.2 31,6 SliS 28.0 79.8 40.4 -
O.d 3 60.0 29.4 67.0 4.6 79.6 66.0 -
0.8 3 71.6 5.9 76.3 46.3 85.0 47.7 -
1.0 4 72.5 8.1 83.0 38.0 87.9 49.4 91.7 4.4
1.2 3 83.0 44.7 87.9 50.7 91.9 4,6 — -

TABLA XVIT: Datos de Tm y contribuciôn de cada transiciôh (en %) para corn
piejos DNA-CNBS.

r n9 transiciones Tm(°c) (%) Tm(°C) (%) Tm(°C) m

0 2 55.0 67 61.4 33 _ _

0.2 3' 56.5 53.4 64.4 12.2 78.2 34.4
0.4 3 58.9 45.7 68.2 7.9 80.1 46.4
0.8 3 72.7 25.0 84.0 46.3 88.2 26.7
1.0 3 82.2 10.7 87.1 77.9 92.2 11.4
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regiones C-terminal y N-terminal fundamentalmente bâsicas (es decir, en 
total el 5596 de la molécule) las que interaccionan, preferentemente con 
el DNA, interacclôn que, como se dijo, es inespecîfica.^ El complejo r - 
0.4 présenta très transiciones, si bien la de 67 °C supone solo un 
y puede considerarse despreciable. Si consideramos los pesos moleculares 
medios por amlnoâcido (llO daltons) y por nucleotide (340 daltons), la 
relaciôn de 0.4 Mg de proteina/mg de DNA se puede convertir en 1.24 mo­
les de aminoâcido/mol de fosfato. Este dato nos indice que a esta re­
laciôn aproximadamente todo el DNA puede ester interacclonando con la Mis 
tone, considerando que êsta esté plegada en su regiôn.globular, y por tan 
to, algunos restos no pueden interaccionar con el DNA. De todo este plan- 
teamiento se infiere que la transiciôn de 79,6 °C puede deberse a la frac 
ciôn de DNA que interacciona con la regiÔn C-terminal de la molécule, y 
la transiciôn de 60 °C a le fracciôn que interacciona, de forma mucho més
débil, bon la regiôn globular de la molécula.

Los complejos a r » 0.2 presentan très transiciones (tabla 
XV%), a S5;2, 61.5 y 79.8 °C, respectivamente. Segôn la discusiôn hecha 
anteriormente a esta relaciôn el DNA no puede ester interacclonando en su 
totalidad con la histona ya que solo hay 0.75 moles de aminoécido/mol de 
fosfato. Asî lo refleja la presencia de una transiciôn a 55.-2 °C corres­
pondiente a DNA libre con una contribuciôn del 31.61t. Las otras dos tran­
siciones corresponderén a las regiones de DNA interacclonando con la re­
giôn globular y con la regiôn C-terminal, que representan el 20)t y el 
40.4%, respectivamente, del total de la transiciôn. Es decir, del total 
del DNA presents. Si seguimos aumentando la relaciôn proteina/DNA desa- 
parecen completamente las transiciones de 56 °C (DNA libre) y 62 °C (ONA 
interacclonando con regiôn globular), y présenta otra nueva transiciôn a 
85 °C, permaneciendo la de aproximadamente 77 °C (interacclôn con las 
zonas polares de la molécula). A relaciones aun mayores el equilibrio se 
desplaza més todavîa, llegando incluso a desaparecer la transiciôn de los
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76°C, proporcionando un estado superestable con transiciones altamente coo 
perativas entre 83 y 92°C que podrian deberse a la formaciôn de algdn ti­
po de estructura compacta y , par tanto, muy astable. Relaciones superio 
res a r = 1.2 producen la precipitaciôn del complejo. Hay que considerar 
que este resultado, si bien en otras condiciones de fuerza iônica y concen 
traciôn de DNA, esté de acuerdo en el aspecto conceptual con el observado 
mediante DC en el apartado 3.2.1. en tanto en cuanto ambos presuponen la 
adopciôn de un nuevo tipo de estructura en el DNA por la acciôn de la bis 
tona

3.5.2. Dominios estructurales de la histona Hl.

Con el fin de poder relacionar las distintas transiciones 
del complejo DNA-Hl con las diferentes regiones de la molécula de histo­
na, se formaron complejos con estos dominios estructurales por separado y 
el DfJA, en las mismas condiciones que en el apartado 3.5.1.

En la figura 35 y tabla XVEse muestran los resultados de 
la desnaturalizaciôn têrmica de los complejos formados con CNES a distin 
tas relaciones r. Si comparâmes con los resultados de los complejos con 
Hl nativa se puede comprobar que no existen grandes diferencias al menos 
en el aspecto cualitativo. Cabla esperar que este resultado fuera asi, 
ya que si las regiones C-terminal y N-terminal representan el 61% de la 
molécula, la regiôn C-terminal représenta aproximadamente el 60% en el peg 
tido CNBS. Es decir, las diferencias ae débat sobre todo al tamano distin- 
to de ambas proteinas, como se observa del estudio comparatovo de las fi­
guras y tablas citadas. Estos resultados son concordantes con los cbteni- 
dos previamente por Avilês et aL(l978} aunque las cuivas de desnaturaliza­
ciôn têrmica y condiciones expérimentales désarroiladas por estos autores 
fueron menos précisas. En esta llnea hay que resaltar que los complejos 
con CNBS, cuando r es elevado, estabilizan mâs al DNA que los homôlogos
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Figura 35. Curvas derivadas de las curvas de desnaturalizaciôn tôr 
mica de complejos DNA-CNBS de HI de timo de temera en 
EDTA ImM, fosfato sôdico ImM, pH 7.0 y concentraciôn de 
DNA 0.030 mg/ml, para las distintas relaciones, r, Indi 
cadas.
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de HI.

Un estudio similar se ha realizado con los complejos DNA- 
CTB. El resultado se muestra en la figura 36 y en la tabla XVIIIf Como 
se comentô en el apartado 3.1,, la fracciôn denominada CTB corresponde in 
tegramente a la regiôn C-terminal de la histona Hl. Como se ve, el compor 
tamiento difiere sustancialmente del comentado anteriormente para comple­
jos con Hl y CNBS. Para r = 0.2 no se observa, lôgicamente, transiciôn 
correspondiente a estabilizaciôn por zona globular a 64°C. Para r = 0.4 
la curva se présenta particularmente compleja, apareciendo très transici£ 
nés con contribuciones muy parecidas. El perfil para r = 0.8 tiens un as 
pecto similar sôlo que desplazado a temperatur s mayores, dando una tran­
siciôn de aproximadamente el 50% a 90.5°c. Esto supone una gran estabili­
zaciôn del DNA por parte de este péptido. Por ûltimo, para r = 1.0 y 1.2 
aparece una sôla transiciôn a 89.3°C de altlsima coopératividad a juzgar 
por el valor de la derivada. Esto puede ser debido a la formaciôn de una 
superestructura compacta como se comentô anteriormente. Es de notar que 
la apariciôn de la ûltima transiciôn corresponde a un valor de r en el 
cual posiblemente todo el DNA esté saturado, condiciôn quizâ previa a la 
formaciôn de la superestructura a la que nos venimos refiriendo. En estos 
complejos résulta particularamente interesante el comportamiento para r = 
0.4 y 0.8, donde pese a que el complejo se forma con una fracciôn de pro­
teins particularmente homogênea en secuencia como es la regiôn C-terminal 
(Cole, 1977 y Bradbury et al., 1975) donde el 90% son lisina, alanina y 
prolina, las curvas presenten comportamiento polifâsico

Este hecho hace descartar la existencia de distintos domi­
nios de uniôn del fragmente CTB al DNA. Par poder justificar la apariciôn 
de très transiciones hay que recurrir a otro tipo de argumentes. Podria
deberse a la formaciôn de regiones con la citada superestructura del com­
plejo, que darîa euenta de las transiciones de 86.2 a 90.5°C (lôgicamen­
te con contribuciôn superior a r = 0.8). Por otro lado, habria regiones
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Figura 36. Curves derivadas de las curves de desnaturalizaciân 
têrmica de complejos DNA-CTB de H1 de timo de terne 
ra en EDTA ImM, fosfato sddico ImM, pH 7,0 y concern 
traclôn dé DNA 0.030 mg/ml, para las distintas rela 
clones, r, indlcadas.
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TABLA XVITI; Datos de Tm y contribuciân de cada transiciûn (en %) para 
complejos DNA-CTB.

r nS transiciones Tm(°C) (%) ,Tm(°C) (%) Tm(°C) (%)

0 2 55.0 67.0 61.4 33.0 .

0.2 2 57.7 65.0 77.8 32.0 - -
0.4 3 62.2 43.5 77.1 28.3 86.2 28.2
0.8 3 72.0 20.9 82.8 29.6 90.5 49.5
1.0 2 87.0 38.2 90.0 61.8 - -
1.2 1 89.3 100.0

■

TABLA XIX; Datos de Tm y contribuciân de cada transiciân (en %) para
complejos DNA-TRC

r Tm(°C) (%) Tm(°C) (%)

0 55.0 67 0 61.4 33.0
1.0 57.0 46.1 63.9 53.9
2.0 60.5 45.6 67.1 54.4
3.0 62.2 43.1 70.0 56.9
4.0 63.7 41.0 70.2 59.0
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con DNA estabilizado por la fraccifin CTB, sin llegar a adoptar una confor 
maciân especial, y con Tm entre 62.0 y 72.0°C. La transiciân Intermedia 
(entre 77 y 83°C) que tiens en ambos casos aproximadamebte la misma contrl 
buciôh de 29%, podrla deberse a las reglones que 11mltan las dos anterior 
mente cltadas.

Por dltlmo, en la figura 37 y tabla XIX se muestran las 
curvas y datos mës slgnlflcativos de desnaturallzaciôn têrmica de comple­
jos DNA-TRC. Como se ve el comportamlento de la reglân globular de la mo 
lâcula al unlrse al DN^ es completamente dlstlnto al observado para la 
hlstona H1 natlva.y las fragmentes CN0S y CTB. Par empezar,se necesitan 
relaclones mucho mayores entre protelna/ONA para poder establllzar de for 
ma apreclable el DNA. Este hecho hace suponer una aflnldad del TRC muy 
baja por el DNA. Cuando se aumenta r la transiciân se va desplazando a 
temperaturas mayores aunque muy poco, y conservando la relaciân entre las 
dos transiciones del DNA, si bien la transiciân de 61.4 que representaba 
un 33% paea a ser de aproxlmadamente 50%. Todo este comportamlento es 
bastante similar al que se produclrla en el DNA al aumentar llgeramente 
la fuerza lânica y en conjunto se puede considérer una transiciân monofl 
sica. As! pues, se puede deduclr que el TRC se une de forma sumamente 
detail al DNA; lo hace de forma Inespecîflca, Incluse a zonas posiblemente 
ricas en GC, •

Como puede observarse de la comparaclân de los resultados 
expuestos en los apartados 3.5.1. y 3.5.2. no parece que se pueria deduclr 
el comportamlento de la hlstona native por adlclôn del comportamlento de 
la reglân C-terminal y la reglân globular. Este hecho se podrla deber, en 
prlnclplo, a la falta de la reglân N-terminal, que représenta el 16% de la 
molécule. Al no tener alslada esta reglân no se ha podido comprobar este 
hechbt pero todo parece indicar que la situaciôn no fuera a varier mucho, 
y el comportamlento de la hlstona no se pueda deduclr de la adlclôn de corn
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Figura 37. Curvas derivadas de las curvas de desnaturallzaciôn 
têrmica de complejos DNA-TRC de H1 de timo de terne 
ra en EDTA ImM, fosfato sôdlco ImM pH 7.0 y concen- 
traclôn de DNA 0.030 mg/ml, para las distintas rela 
clones, r, indlcadas.



-  140 -

portamientos de las regiones N-terminal, globular y C-terrainal. El dato 
que esté més a favor de esta hipôtesis es el hecho de que el fragmente 
CNBS, pesB a no poseer la zona N-terminal, reproduce y llega a superar el 
comportamlento de la hlstona native. La causa de esta diferencia radica 
ai el papel de la regiôn globular. Si bien esta regiôn tiens una afinidad 
muy baja por el DNA, como demuestran las curvas de transiciân de complejos 
DNA-TRC, el hecho de ester unidos covalentemente a la reglân C-terminal 
le confiera una caracterlstica especial a la asociaciôn, en tanto en cuan 
to el hecho de que se una la reglân C-terminal al DNA condiciona que al 
lado se una la regiôn globular. Esto hace que, la regiôn globular libre, 
de lugar a una transiciân distinta que cuando se eneuentra unida a la re 
giôn C-terminal.

Por ûltlmo, comparando los resultados de los complejos 
DNA-Hl y DNA-CTB, cabrla conferlrle a la reglân globular un papel modéra 
dor en la uniôn y quizés en el mantenimiento de la superestructura citada.

Por otro lado, se han reallzado complejos, en las mismas 
condiciones, con las regiones C-terminal y globular de la Hlcc, Los re­
sultados, no mostrados, son semejantes que los obtenidos con sus homôlo- 
gas de timo de temera

3,5,3. Hlstona Hlcc y agregados.

Como se viâ en el apartado 3.3.3, el estudlo eatructural 
hecho por DC de los complejos DNA-Hlce, BGl, BG2 y BG3 apuntaba algunas 
diferencias en cuanto a la capacidad de inducclân de estructuraPSI de los 
distintos agregados, referida a la hlstona nativa, También se apuntaba 
en el citado apartado la posible importancia que este hecho pudiera tener 
a nivel de cromatina. Por tanto, parece importante el hacer uh estudio pa 
ralelo de la estabilidad de estos complejos con el fin de poder resaltar 
las posibles diferencias,si las hubiera.
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Los complejos se realizaron en las mismas condiciones expe 
rimentales descritas al comienzo de este apartado (3.5.). Las relaciones 
proteina/DHA fueron de 0,-0.4, 0,8, 1,0 y 1.2, no produciendose précipita 
ciân en ninguno de los cuatro. En las figuras 38, 39, 40 y 41 se muestran 
las curvas derivadas de los perfiles de transiciôn têrmica de estos cuatro 
complejos a lasrelaciones indicadas. Asi mismo, en la tabla XX sd deta- 
llan los valores de las temperaturas de transiciân con sus contribuciânes 
relatives. A primera vista se observa que en general las fracciones BGl 
y BG2 estabilizan menos el DNA que la histona nativa. Por otro lado, la 
fracciôn BG3 estabiliza el DNA de forma parecida a la Hl, aunque tambiên 
ligeramente menos. Par r = 0,4 el comportamlento de los cuatro complejos 
résulta similar. Aparecen dos transicones, a aproximadamente 60 y 80°C, 
con contribuciones entre 40 y 60%. Si bien hay que relaaltar que la frac 
ciôn BGl presents una transiciân intermedia a 66.5°C que represents un 
35%. Para r = 0.8 las diferencias se acentûan més, separandose en dos gru 
pos. Los complejos con Hl y BG3 presentan una transiciân mayoritaria (80- 
96%) a 0O°C y la otra, de poca contribuciân, a 69°C aproximadamente. Par 
otro lado, a esta relaciân los complejos con BGl y BQ2 presentan todavia 
una transiciân a 64°C. Para r = 1.0 el comportamiento de los cuatro corn 
piejos es diferente, Por una parte en la histona nativa aparecs una tran 
siciân a 80.6°C, con contribuciân de 54.2%, mientras que esta transiciân 
es sôlo del 19.2% en el complejo BG3,no ha aparecidoôûn en los otros dos 
complejos. Por ûltimo, cuando la relaciân es 1.2, las diferencias se acen 
tûan. Hay que resaltar que a esta relaciân el complejo con 8G1 todavia 
présenta un 21.0% que funde, a 73.1°C, mientras qud a 09.3°C sâlo funde el 
15.1%. Estas dos transiciones representan en el BG2 el 7.3% y el 28.6%, 
es decir, estabiliza ligeramente més el DKA que la fracciôn BGl.

Del anélisis de estos resultados y a la vista de lo dicho 
en el apartado 3.1. sobre la naturaleza de estoscomplejos, se puede dedu 
cir que: primero, la fracciôn BG3, que tiene un puente disulfuro intrace 
tenario es la que més conserva la capacidad de unirse y estabilizar al
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Figura 38. Curvas derivadas de las curvas de desnaturallzaciôn 
têrmica de complejos DNA-Hlcc en EDTA ImM, fosfato 
sôdlco ImM, pH 7.0 y concentraclôn de DNA 0.030 mg/ml 
para las distintas relaclones, r, indicadas.
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Figura 39. Curvas derivadas de las curvas de desnaturalizaciôn 
têrmica de complejos DNA-0G1 en EDTA ImM, fosfato 
sôdico ImM, pH 710 y concentraclôn de DNA 0.030 mg/ml, 
para las distintas relaclones, r, indicadas.
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Figura 40. Curvas derivadas de las curvas de desnaturallzaciôn 
têrmica de complejos DNA-BG2 en EDTA ImM, fosfato 
sôdico ImM, pH 7.0 y concentraclôn de DNA 0.030 mg/ml, 
para las distintas relaciones, r, indicadas.
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Figura 41. Curvas derivadas de las curvas de desnaturallzaciôn 
têrmica de complejos 0NA-B63 en EDTA ImM, fosfato - 
sôdico ImM, pH 7.0 y concentraclôn de DNA 0.030 mg/ml 
para las distintas relaciones, r, indicadas.
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DKA, aunque es ligeramente inferior a la de la histona nativa; segûndo, 
la fracciôn 8G2, dimero, presents ya demasiado tamano como pare poder for 
mar la superestructura del DNA referida en apartados anterlores, que hacia 
que no se desnaturalizara hasta los 89°C, por lo menos en cantidad aprecia 
ble; y por dltlmo, el multlmero BGl présenta un gran impedimento estôrico 
a la hora de la interacciôn, que dificulta aiDn mâs la Inducciôn de la ci­
tada superestructura en el dimero. Ademés, estos resultados estôn de acuer 
do con los obtenidos al reallzar el estudio cinôtico do formaciôn de los 
complejos en presencia de sal y su capacidad de inducir estructura PSI - 
(apartados 3.3.2. y 3.2.3., respectivamente). Alli se veia que los dis­
tintos agrëgados de Hl se podian ordenar segûn su capacidad de inducir 
dicha estructura de la siguiente forma: BG3> BG2> BGl.

Estas caracteristicas antes mencionadas podrlan tener un 
significado estructural o funcional en la cromatina del insecto, ya que 
la oxideciôn de las histonas provocarla un cierto grado de relajamiento 
de la fibra de cromatina como consecuencla de la manor interacciôn de la 
Hl oxidada con el DNA.

Por ûltimo, sôlo hacer un comentario en cuanto a la compara 
ciôn de los complejos de Hl de ternera y de Ceratltis capitata con DNA.
Como se puede observer de la comparaciôn dë las figuras 34 y 38 asi como 
de las tablas XVI y XX , la histona Hl de timo de ternera Interacciona, en 
general, ligeramente de modo môs fuerte con el DNA que su homôloga de in­
secto. Este dato vendrJ.a a abundar en lo ya observado par DC en el apar 
tado 3.2.1.

A la vista de los resultados de desnaturalizaciôn têrmica, 
tratados a lo largo de los apartados 3.5. y 3.6. se ha propuesto al si - 
guiente modelo con el fin de ilustrar, en lo posible, el comportamiento 
de los complejos frente a-la citada técnica, e intenter extrapolar, tam­
biên en lo posible, para justificar el comportamiento en OC.
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En la figura 42 se muestra el modelo indicado. Como se 
puede apreciar, para relaciones bajas de r, i.e. 0.2, la cantidad relati 
va de proteîna no es suficiente para saturar el DNA, permaneciendo regio 
nés libres que darîan euenta de la transiciôn Tml de 56°C (ver figura 34 
y tabla XVI para complejos DNA-Hltt, y siguientes para otros complejos). 
Por otro lado, como se dijo, la histona interaccionaria con sus regiones 
polares con el DNA, estabilizândolo hasta aproximadamente. 75-80°C (Tm3). 
Por ûltimo, el hecho de que la regiôn polar interaccione fuertemente con 
el DNA obliga, de algûn modo, a la interacciôn de la regiôn globular de 
la molêcula con una zona fija del DNA, impidiendo que se desplace a lo 
largo de la doble hélice, como ocurre cuando dicha zona globular se en - 
euentra libre, y, por tanto, estabilizando dicha zona. Esta estabiliza - 
ciôn darla euenta de la transiciôn Tm2, a aproximadamente 6D°C.

Cuando la relaciân es r= D.4, ya hay suficiente cantidad 
de proteîna, como se viô, para interaccionar con todo el DNA. Este hecho 
justifica la desapariciôn de la transiciôn Tml de 56°C, puesto que ya no 
queda DNA libre. Por tanto aparecerén dos transiciones, una mayoritaria, 
Tm3, entre 75 y 0O°C correspondiente al DNA estabilizado por las regiones 
polares y otra, Tm2, de menor contribuciân, a 6D°C correspondiente a la 
interacciôn con las regiones globulares.

A partir de r= D.4 el nûmero de residuos de proteîna es su 
perior al de DNA. Asi, para r= D.8, el contenido en proteîna es aproxima 
damente el doble que el contenido en DNA. En estas condiciones la interac 
ciôn mâs fuerte (regiones polares) desplaza a la interacciôn més dêbil 
(regiones globulares). Como la regiôn C-terminal es aproximadamente el - 
50% de la molêcula, a esta relaciôn con sôlo las regiones C-terminales se 
podrîa estabilizar todo el DNA, dando euenta de la transiciôn Tm3. Ahora 
bien, en este caso no se ha contado con las regiones N-terminalas que - 
muy bien podrîan interaccionar a su vez con otra cadena de DMA, empezando
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Figura 42. Modelo propuesto para Justificar las distintas tran­
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a former ya algo de complejos formados no por asociaciôn simple de his­
tona al DNA sino por asociaciôn de complejos DNA-histona. La formaciôn 
de estos complejos justificarlan la estabilizaciôn més aun del DNA, dan 
do cuenta de la transiciôn Tm4 (aproximadamente a 85°C).

Por ûltimo, cuando la relaciôn de proteîna/DNA es mayor 
aun, empezarîan a cobrar importancia las interacciones hidrofôbicas his 
tona-histona, por sus regiones globulares, pudiendose consolidar asi, 
la superestructura que ya habîa empezado a producirse a r= 0.8. Esta ma 
yor estabilizaciôn da cuenta de la transiciôn Tm5 a 90°C.

El complejo asi formado darîa lugar a las partîculas to- 
roidales observadas por microscopîa electrônica en medios de fuerza iôni 
ca més elevada, ya que este hecho favorecerîa la interacciôn hidrofôbica 
histona-histona en "clusters” cerrados y rodeados de DNA. Contando con 
el tamano de persistencia del DNA, es, desde este modelo, completamente 
lôgica la formaciôn de estructuras toroidales, con la histona por dentro 
del toroide e interaccionando con sus colas polares con el DNA que trans 
currirîa envolviendo este anillo.

Los resultados observadas con los dominios conformaciona- 
les de la histona Hl tambiên se pueden adapter, lôgicamente, al modelo 
propuesto. El fragmenta CNBS, présenta un comportamiento en todo similar 
al descrito para complejos con Hl intacta. De acuerdo con la estructura 
de este fragmente, que contiens casi el 50% de la regiôn globular (como 
ya se discutiô ampliamente en el apartado 3,2.2.) el planteamiento del 
modelo serîa el mismo exceptuando que el hecho de que la regiôn globular 
sea la mitad y que no exista la regiôn N-terminal, le confieren mayor ac 
cesibilidad al DNA, hecho que justifica el que a una misma relaciôn sea 
mayor la capacidad de estabilizar el DNA o de inducir superestructura, 
para el CNBS que para la histona Intacta (comparer las figuras 34 y 35 o
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las tablas XVI y XVII).

Para los complejos CTB vale todo lo dicho excepfco que - 
aqui, al no poseer regiôn globular, la interacciôn hidrofôbica descrita 
por el modelo no debe jugar un papel muy importante, aunque si necesario, 
pues como se ha apuntado en la introducciôn los polipéptidos completamen 
te polares (üomo poli-Lys) no inducen este tipo de superestructura an el 
complejo. Por otro lado la no existencia de la regiôn globular justifica 
el que a r= 0.2 no se dé la transiciôn Tm2 (figura 36 y tabla XVIIl).

Los resultados observados para los complejos formados con 
Hlcc y sus fracciones agregadas se pueden contempler perfectamente a la 
luz del presents modela; que justificaria, por un lado, la gran simili - 
tud en cuanto al comportamiento de los complejos con Hltt y Hlcc, y por 
otro lado las pequenas diferencias observadas entre los complejos con - 
Hlcc y sus fracciones agregadas. En este ûltimo caso, résulta évidents 
el que a relaciones bajas las diferencias seen menores todavia, pues, co 
mo ya se dijo, la proteîna no encuantra gran impedimento para interaccio 
nar con el DNA, Ahora bien, a relaciones altas la interacciôn histona- 
histona y la formaciôn de la citada estructura compacta se ven mâs impe- 
didas en los agregados BGl y BG2, como se observa en sus respectivos per 
files de desnaturalizaciôn têrmica (figuras 39 y 40), debido al mayor vo 
lumen de estos complejos. Y, por ûltimo, quizâ la pêrdida en parte de la 
estructura globular del agregado intramolecular BG3 dificulte la Interac 
ciôn hidrofôbica, ocasionando, asi, una mayor dificultad en la formaciôn 
de la superestructura del complejo.
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3.6. AJUSTE DE LAS CURVAS DE TRANSICION TERMICA

Tal como se comentâ en el apartado 1.5.2., el ajuste de 
curvas de transiciôn têrmica, segûn el modelo alli detallado, permiten el 
célculo de toda una serie de parômetros sumamente interesante en la asocia 
ciôn de ligandos al ONA. Con este fin se ensayô este precedimiento en los 
complejos que proporcionaban curvas de transiciôn mâs simples; tal es el 
caso de los complejos DNA-TRC

3.6,1. Câlculo de los parômetros termodinémicos y de cooperatividad del 
DNA utilizado.

Para alcanzar los objetivos anteriormente expuestos es pre 
ciso, como paso previo, définir completamente el DNA utilizado. Para ello 
se hace necesario conocer el AH^°, AS° , Tm y o' del DKA del timo de 
temera en el medio en el cual se han formado los complejos.

Aunque el se puede calculer calorimetricamente y co
nocieddo este valor, junto con la Tm, calculer AS° , alternativamente se 
puede conseguir el valor de ambos parômetros por ajuste de la curva de tran 
siciôn del ONA libre. En el presents caso la curva de transiciôn no es 
rigurosamente monofâsica, ya que se trata de un DNA native con pequenas 
heterogeneidcdes en su molêcula.

En este sentido se ha realizado el ajuste para las dos tran 
siciones mayoritarias y para el conjuhto considerado como una ûnica tran— 
siciôn. El método empleado se describiô en el apartado 2.8.4.1.

En la tabla XXI se muestran los valores obtenidos mediante 
estos ajustes y en la figura 43 se representan las curv s teôricas y expe 
rimentales para su comparaciôn. Como se puede observar en dicha figura el 
ajuste es bastante bueno en la regiôn prôxima a laTm, pero empieza a des- 
viarse en los extremos. Esto posiblementa sea debido a que no se c mple
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Figura 43. Curva de desnaturalizaciôn têrmica de DNA sonicado, 
en EDTA ImM, fosfato sôdico ImM, pH 7.0 y concentra 
ciôn de DNA 0.030 mg/ml ( trazo continue), junto con 
los puntos correspondientes al ajuste teôrico median 
te el programs GENARA, con los parômetros indicados 
en el texto (&).
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extrietamen te la ley de Van't Hoff. En la tabla se ve que la concordancia 
entre la Tm teôrica y experimental en todos los casos, con una desviaciôn 
méxima de 1.1°C, y el error del ajuste es pequeno. Los valores de 
resulteron muy simllares en todos los casos y parecidos a los descritoa

par Scheffler y Sturtavant (1969) para poil d(AT). Este resultado no es 
de extranar ya que la pêrdida de libertad rotacional en todas las bases 
como consecuencia del apilamiento es muy semejante. En cambio el incremen 
to de entalpîa difiere ligeramente en los distintos ajustes y son superio 
res al caso mencionado anteriormente. Indudablemente en el mayor valor 
de influyen tanto efectos composicionales como del medio en el cual
el DNA se eneuentra disuelto. En esté caso el contenido en GC del DNA del 
timo de ternera aumentarâ el y como consecuencia la Tm.

La variaciôn mâs significativa con respecto al poli d(AT)
«4se obtiens en el valqr del parémetro O" , que,frente a 10 para el caso 

anterior, aparece incrementado en un orden de magnitud para el ONA de ti­
mo de temera. Como se comentâ en la Introducciôn este parâmetro da eu en 
ta de la cooperatividad de la transiciôn, y estâ intimamente relacionàdo 
con la pendiente de la curva de desnaturalizaciôn en la Tm. El hecho de 
que aparezca menos cooperativid d en DNA de timo de temera que en poli d- 
(AT) es explicable en fazôn de la heterogeneidad molecular del primero.

3,6.2. Ajuste de los complejos BNA-TRC.

El mêtod de ajuste utilizado considéra la actividad del 
ligando libre, L, constante durante toda la transiciôn. Por esta razôn 
se lien ajustado los complejos DNA-TRC, ya que dada la baja afinidad de es 
ta regiôn con el DNA cebe penser que la constante intrînseca de asociaciôn 
sea muy pequena, pudiendose hacer la simplificaciôn dé considerar la can­
tidad de ligando libre practifiamente igual a la cantidad de ligando total 
y, por tanto, constante durante toda la transiciôn. Efectivamente McGuee
(1976) comprobô que esta simplificaciôn es vâlida. Un raêtodo altemativo 
consiste en realizar la transiciôn frente a un reservorio infinito de li-



- 155 -

gando, pero no a podido realizarse por imposibilidad experimental.

Los complejos ajustados. per este método han sido los corres 
pondientes a las relaciones 1.0, 2.0, 3.0 y 4.0. Con el fin de facilitar 
el ajuste se ha supuesto una transiciân monofâsica en todos los casos.
Esta suposiciôn no conlleva gran error, pues como se pusde apreciar en la 
figura 37 en todos los casos es posible considerar una ûnica transiciân,
Las concerntraciones de ligando total utilizadas han sido de 1.9 x 10 ,

— 6 —G3 . 9 x 1 0  , 5 . 8 x 1 0  y 7.8 x 10 M. Con estos valores el mejor conjun
to de parâmetros que permiten el ajuste de los cuatro complejos simultanea
mente ha sido: K = 0.14 M , n. = 4 pb y w =1,4 ;resultando Kc ± 0, el h h h
resto de los parâmetros no tienen sentido. En la figura 44 se muestran 
las curvas expérimentales con los puntos calcularios por el ajuste teôrico. 
Como puede observarse, de nuevo, la desviaciôn de la curva es mayor segûn 
se separan de la Tm.

El bajo valor de K, explica la apariencia monofâsica de las h
curvas. McGhee (l976) ya discutiô la influencia que la posee sobre la 
apariciôn de polifasicidad. Ello se confirma en el caso del TRC, y algunos 
aspectos de estos resultados ya se han discutido en el apartado anterior, 
Los câiculos aqui presentados ratifican lo alli dicho. La Tm se desplaza 
hacia temperaturas superiores al aumentar r, pero las curvas aparecen mo- 
nofâsicas, debido a la libertad que debe tener la molêcula para desplazar- 
se a lo largo del ONA, Por otra parte, el bajo valor de la cooperatividad 
de uniôn del TRC al ONA , no modifica sustancialmente estos resultados. 
Para conseguir curvas polifâsicas con bajo valor de es necesario que ^ 
alcance valores mâs elevados (McGhee, 1976)',

La situaciôn es completamente distinta cuando el TRC se en- 
cuentra unido covalentemente al resto de la proteîna, como es el caso de­
là Hl intacte. Esta situaciôn en el sistema se comporta como si existiera 
un muy alto, ya que allâ donde se asocie la parte C y N-terminal de la 
molêcula, que deben tener un elevado valor de K^, necesariamente debe unir-
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Figura 44. Curvas de desnaturalizaciôn tôrmlca de complejos 
DNA-TRC de Hl de timo de temera, en EDTA ImM, 
fosfato sôdlco ImM, pH 7.0 y concentraclôn de DNA 
0.030 mg/ml, junto con los puntos correspondien- 
tes al ajuste teôrico medlante el programs SIGMUND, 
segûn el modelo de McGhee (1976), para las rela­
clones r : (v) 1.0; (•) 2.0; (o) 3.0; (̂ ) 4.0.
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se tarnbien la regiôn globular, no pudlendo dlscurrir libremente, como en 
el caso anterior, a lo largo del DNA,‘ Ello hace que aparezca una transi­
ciân correspondiente a dicha regiôn globular, que no altera la Tm al au­
mentar r, sino unicamente su contribuciân relative con respecto al DNA li­
bre, No obstante se ha demostrado quê  incluse en la molêcula Intacta de 
Hl, la Interaclôn de la regiôn globular con el DNA es bastante relajada, 
mientras que las partes N*y C-terminales de la molêcula se eneuentran al- 
tamente Inmovillzadas (Lawrece et al,, 1980),

El valor de rî  résulta bastante razonable, ya que la molê­
cula total se cree que, aproximadamente, cubre 20 pb, del nucleosoma, sien- 
do la mayor parte de ellas ocupadas por las regiones polares, que son las 
mâs Bxtendidas y las que poseen la casi totalldad de los residuos bâsicoS,



4. CONCLUSIONES
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El presente trabajo ha tenido como finalidad conocer mâs a
fondo la interacciôn de la histona HI con el DNA, y asignar, en lo posible,
a cada uno de los dominios estructurales de la molêcula su papel en dicha 
interacciôn a la hora de formar los complejos. A lo largo de las investi- 
gaciones detalladas en esta memoria se pueden deducir las siguientes con­
clusion es:

1,- La interacciôn de la histona Hl con el DNA provoca cambios apreciables
en el espectro conservative del DNA en dicroismo circular. Estos cam­
bios Bspectraies son consecuaicia de la formaciôn de la estructura 
PSI.

2,- La proporciôn de estructura PSI formada, depende criticamente de la 
fuerza iônica, concentraclôn de DNA y relaciôn protelna/DNA; incre­
men tandose esta estructura considerablemente al aumentar sobre todo 
estos dos ûltimos factores,

3,- El tamano del DNA afecta profundamente la formaciôn de estructura 
PSI. De este modo, al disminuir el tamano del DNA, concretamente 
mediante sonicado, se ha llegado a inducir grandes contribuciones 
de esta estructura, incluso a bajas relaciones proteina/DNA.

4.- La nitïBcdôn especlfica de las tirosinas de la histona Hl no modi­
fica sustancialmente la capacidad de inducciôn de estructura PSI
de la molêcula. Teniendo en cuenta que esta modificaciôn covalente 
altéra considerablemente la regiôn globular de la histona Hl, se 
deduce que esta regiôn no debe jugar un papel décisive en la for- 
meciôn de dicha estructura.

5,- La digestiôn triptica de complejos DNA-Hl, lleva a la desapariciôn 
de la estructura PSI, aun en aquelles estadxos de la digestiôn en 
los cuales todavia la regiôn globular no se ha hidrolizado. Este 
hecho viene a confirmar la conclusiôn anterior.
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6,- La regiôn C-terminal de la molêcula de Hl, por separado, présenta 
mayor capacidad de inducir estructura PSI que la histona intacte en 
la misma proporciôn, Esto se puede interpreter como que la regiôn 
globular juega un posible papel modulador en dicha capacidad.

7,- El estudio cinêtico de la induèciôn de estructura PSI, tanto por Hl 
como por los distintos fragmentes C-terminales, pone de manifiesto 
la existencia de al menas, dos procesos distintos en este cambio es 
tructural, Estos procesos pueden corresponder con un primer peso râ 
pido de formaciôn de estructuras compactas desordenadas y un segun- 
do paso mâs lento correspondiente a la ordenaciôn de estas estructu 
ras.

0,- Las cinêticas de formaciôn de estructura PSI con DNA de gran tamano 
y ONA sonicado aparecen diferentes. Por otro lado el fragmento CNBS 
induce la estructura PSI mâs râpidamente que la histona intacte y 
que el fragmento CTB, en las mismas condiciones. Este hecho indice 
que la regiôn globular ejerce un papel modulador en el proceso, pe­
ro es necesaria la presencia de toda esta regiôn.

9.- Le digestiôn con nucleasa de micrococo de los complejos formados con 
DNA-Hltt pone de manifiesto la existencia de una cierta resistencia 
a la digestiôn, en los complejos con r superior a 0.3. Este hecho 
estâ relacionado sin dude con la existencia de las esttucturas com­
pactas detectadas con microscopio electrônico.

10.- La desnaturalizaciôn têrmica de los complejos muestra distintos gra 
dos de estabilizaciôn del DNA, poniendose de manifiesto, en condicio 
nés en que el DNA no se eneuentra saturado, très transiciones corres 
pondientes al DNA libre, DNA estabilizado por la regiôn globular y 

DNA estabilizado por las regiones polares, habiendose calculado los 
porcentajes relatives de cada transiciôn.
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11.- En condiciones tales que el DNA esté sabresaturado de histona o frag­
mente correspondiente a la regiôn C-terminal, aparece una transiciôn 
mayoritaria, de alta cooperatlvidad a températures comprendidas entre 
86 y 92 SC, Esta transiciôn se ha asignado a la formaciôn de una 
superestructura en el complejo que conduce a una gran estabilizaciôn 
del DNA.

12.- El comportamiento del TRC aislado difiere considerablemente del ob- 
servado cuando forma parte de la molécula Intacta de Hl, Esta di- 
ferencia se debe a la muy distinta cooperatividad en la uniôn de es­
ta regiôn al DNA cuando hace de forma aislada y formando parte de la 
molécula de Hl,

13.- El ajuste teôrico de las curvas de transiciôn térmica de los comple- 
jos DNA-TRC, segûn el modelo de Ising proporciona los siguientes va- 
lores para los parémetros principales de la asociaciôn: Kq «0.,
Kh= 0.14 , rih= 4 y «h= 1»4 Estes resultados confirman las con- 
clusiones anteriores,

14.- Se ha comprobado como el comportamiento de las histonas Hl y regio- 
nes de la molécula, de distintas fuentes (timo de temera y Cerati- 
tis Capitata ), frente a los estudios descritos anteriormente, es 
muy similar. Aunque se ha puesto de manifiesto que, en general to- 
dos los efectos estructurales, cinéticos y de estabilizaciôn térmi­
ca sobre el DNA, se eneuentran ligeramente incrementados en el caso 
de la Hl de timo de ternera con respecto a su homôlogo de Ceratitis 
capitata,

15.- El estudio comparado de las distintas regiones de la molécula pone j, 
de manifiesto, la no aditividad de sus efectos, respecto de la mo­
lécula Intacta.
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16.- Asl mismo, el estudlo comparado, desde el punto de vista clnêtico, 
estructural y de estabilidad de los complejos formadqs por las dis- 
tintas fracciones oxidadas de la histona HI de Ceratitis Cépltatà, 
lleva a conclulr, que la oxideciôn de dicha histona hace disminuir 
todos los efectos estructui'ales, cindticos y de estabilidad tér-r 
mica sobre el DNA, formando complejos posiblemente mas relajados,

17,- El efecto comentado en la conclusiôn anterior, podrla tener gran 
importancla a nival de la estructura de la cromatina del Insecto.
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RESOLUCIDN DE LA ECUACION DE TERCER GRADO 

See la ecuaciôn general
3 2X + ag X + X + » 0

donde el coeficiente de x^ ha de ser la unidad; en caso de que ne sea 
asi, se divide por dicho coeficiente toda la ecuaciôn.
Si 8g / 0 hacemos el cambio x = y - Sg/O (l)
Sustituyendo

(y - ag/l) + Hg (y - ag/3) t (y - ^2/^) + Sg " 0

Simplificando
3y + p y  + q » 0

donde
1 2 2 3 1

P - ®1 ®2 P - zT =2 " T  ^1 ^2 +
Si q» 0 la soluciôn es trivial y si p ■ 0 tambiôn.
Para q / 0 y p / 0 hacemos el cambio y ■ z - p/3z (2)
Sustituyendo

|z - + p jz - -5B-I + q . 0

operando

■ • • ■ ■ ■ - t . .
z^

es ,;decir z + q z — ^  ■ • 0

haciendo un nuevo cambio z^ ■ t (3)
résulta une ecuaciôn de segundo grade en t

t^ + q t - '°27
cuyas soluciones son
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-q - 27

Las dos soluciones de esta ecuaciôn, que pueden ser complejas, al desha 
cer el cambio (3) proporcionan seis soluciones (contando de nuevo con 
las soluciones complejas), que al deshacer los cambios (2) y (l) propor 
cionan seis soluciones que deben ser siempre iguales dos a dos.
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