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INTROCUCTION



1L.1. ESTRUCTURA DE LA HISTONA H1

Mientras que el papel estructural de las histonas H2A, HZB,
H3 y HA o histonas internas (Isenberg,1976) est& 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 interriucleosomal (Noel y Komberg, 1977]:
Asimisma, en la actualidad se acepta que la histona Hl proporciona una
mayor compactacién de los nuclecsomas en la fibra de la cromatina (Littan
et al, 1965; Bradbury et al, 1973; Finch y Klug, 19765 Renz et al, 1977);
pero a pesar de los intentos hechos con gl fin de dilucidar el mode de
unifn de la Hl1 al DNA en la fibra de cromatina (Vogel y Singer, 1976;
Christiansen y Griffith, 1977; Gaubat et al, 1977; Thoma Bt al; 1979;
Boulikas et al, 1980 y Allan et al, 1980), este aspecto pérmanecé éun\pg
co claro.Aunque normalmente se acepta la existencia de una molécula de
Hl por nucleosoma (Kornberg, 1974; Varshavsky et al, 1976; Hayashi et al,
1978), en nficleos de eritrocito de polle, que contiene tanto Hl como H5;
se obtienen relaciones de 1:3 moléculas por nucleosoma, pareciendo indi-
car gue todos los nucleosomas poseen HS5 y adem&s, alrededor del 30% con
tiene también Hl, quiz4 unido a un segundo sitic de baja afinidad (Bates
y Thomas, 1981}, En prfiximo apartado se haré una discusifn m&s exhausti-
va de la posible participacién de la histona Hl en la estructura ds la
cromatina. Nc cabe duda que la estructura de la molécula resulta un aspec
to clave para comprender su funcién. En los ¢iltimos afios se ha desarrolla
do mucho este estudio. Trataremos de hacer un breve resumen de los aspec

tos m&s interesantes del mismo,.



1.1.1, Estructura primaria de las histonas Hl.

Del conjunto de las histonas, las pertenecientes al "core”
nucleosomal o histonas intermas, de menor tamafic que la Hl, fueron las
primeras en ser secuenciadas [Delange et al, 1969; Ogawa et al, 1969;
Delange et al, 1972; Olson et al, 1972; Iwai et al, 1972; Ycoman et al,
1972; Sentifre et el, 1974). Un hecha que resulta bastante llamativo es
la gran conservatividad que presentan estas histonas en los distintos ma

teriales en los que se conoce su estructura primaria,

La H1l se secuenci§ con posterioridad: Ademés de presentar
dificultedes para este estudio algunas regiones de la molécula, posee di
ferentes subfracciones, incluso dentro de un mismo tsjido, hecho qus tam

bién entorpece su secuenciacién,

Los primeros datos precisos sobre estructura primaria de
histona Hl se realizaron sobre la subfraccién RTL3 de timo de conejo -
( Bustin y Cole, 1969; Rall y Cole, 1971:; Cole, 1977): Casi simultanea -
mente se consiguif conocer también la secuencia de la histona Hl de testi

culo de trucha (McLeod et al, 1977):

Parsce bastante clero, realizando un estudio cnmparativo
de las anteriores secuencias, la existencia en la molécula de Hl de tres
regiones claramente diferenciadas. La regién N-terminal, que comprende
aproximadamente 40 residuos, posee un alto contenido de lisina y pzulina:
Este fragmento difiere bastante de unas subfracciones a otras. A conti -
nuacidn viene une regién, de aproximadamente 80 residuos (dél a0 al 120)
en mamiferus, y que contiene la mayoria de los residuos hidrofébicos. de
la molécula (Jones st al, 1974;- Isenberg, 1979). Esta reglén parece la
méds conservativa, tanto en tamafic como en secuencia. Por Gltimn; la re -
gién C-terminal, que contiene el resto de los aminoécidos (aproximadamsﬂ
te 100 residucs), es la parte m&s b&sica, y con péptidos del tipo Pro-

Lys-Lys-Pro y Pro-Lys-Lys—-Ala que se repiten con relativa frecuencia a -



lo largo de su estructura (Cole, 1977). Esta regi6n, como cabe esperar
por su basicidad, se une fuertemente al DNA (Bradbury et al, 1973)., Es-
tas conclusiones se vieron refarzadas cuando el estudio se extendié a las
moléculas de Hl de invertebrados, concretamente la histona $ de equino-
dermo (Palau et al, 1969, Strickland et al, 1976 y 1980 a; Strickland et

al, 1980 b) y la histona Hl Psammechinus miliaris (Schaffner et al.,1978)

y del maiz Zea mays {Hurley y Stout, 1980).

Estas caracteristicas estructurales también se encuentran
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 laos
cuales se ha estudiado (Yaguchi, 1979; Garel et al., 1975; Brian et al.,
1980).

También se han llevado a cabo estudios parciales sobre la

estructura primaria de la histona Hl de Ceratitis capitata (Barbero, 1981

y 1982); La secuencia de un fragmento de 27 residuos de la parte central
de la molécula pone de manifissto la semejanza de esta regién con la ho-
méloga de Hl de embrién y esperma de erizo de mar. Sin embargo existen
mayores diferencias con respecto a la Hl de mamiferos. Hay que destacar
la presencia, en este caso, de cisteina en esta regién centralH(Barbaro

et al., 1980). Adem&s de en Ceratitis capitata también se ha descrito su

presencia en Hl de Drousoplila melanogaster (Rodriguez- Alfageme et al.,

1974).

Resumiendo, la histona Hl es sin duda la m&s variable de
todas las histonas, poseyendo tres dominios estructurales claramente defi-
nidos, de los cuales el central, que contiene la gran mayoria de los resi-

duos hidrofébicos de la molécula, es el m&s conservativo,
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1.1, 2. Estructura secundaria y terciaria de la histona Hl.

También desde el punto de vista de su estructura secundaria
y terciaria la histona Hl poses grandes diferencias con respecto a las his-
tonas intermas, 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 i6nica del medio producen un menor porcentaje de estructura secun-
daria ordenada (astructura d-hélice y3), que las otras cuatro histonas
(Bradbury et al., 1965; Jirgerson y Hnilica, 1965; Bradbury et al., 1967).
La histona Hl de insecto se comporta a este raspecto de forma similar a
la de mamifero (Barbero et al., 1980) y también a la H5 de eritrocitos de
ave (willians y Selgy, 1973).

Estudios posteriores, realizados exhaustivamente sobre H1
de timo de temera y H5 de aritrocito de poiln, fundamentalmente mediante
0C y AMN, revelaron la existencia da estructuras plegadas especificamente;
de forma similar a como lo hacen las proteinas globulares; en la regién
4p-115 de Hl de timo. Esta estructuracifn se provocaba al aumentar la fuer
za i6nica del medio o el pH (Bradbury'at al., 1975a). Toda la estructura
ordenada detectada corrsspnﬂdia a q-hélice, no siendo aparents 1la presen-

cia de estructura (Bradbury st al., 1965, Guillot et al., 1977). A 1la

- vista de la secuencia de esta regién se puede predecir teb6ricamente que

las regiones ds d-h&lice comprenden los fragmentos 42-55 y 58-75 (Lewis
y Bradbury, 1974), La histona ¢1 de esperma de erizo de mar se comporta
de forma similar a la Hl de mamffero, frente a cambios de fuerza iénica

y pH (Puigdomenech et al., 1975),

Los difersntes métodos de fragmentacién, yuimica y enzimé-
tica, de que se dispone actualmente ahn hecho posible un estudio més exhaug
tivo de la estructura tridimensional de la Hl. Asf, la digestién controla-
da con guimotripsina da lugar a dos péptidos (1-106 y 107- C-terminal) ;
que fueron estudiados por RWN y 0C (Bradbury et al, 197Sb). Mientras gue



el péptido correspondiente a la parte N-terminal de la molécula era capaz
de estructurarse al aumentar la fuerza ifénica, el correspondienta a la par
te C-terminal no lo hacfa, poseyendo en cambio una alta capacidad para in-

teraccionar con el DNA,

Por otra parte la digestién con trombina, cue rompe prefe-
rentemente en la regisdn Prollg— Lys - Lys - Alalzz, proporciona de nuevo
dos péptidos para realizar estos estudios estructurales (Chapman et al:,
1976). La totalidad de la estructura de -hélice se encuentra en el frag-
menta N-terminal (1-122), minetras que el otro fragmente no posee practi-
camente estructura ordenada, La transicién, tanto en la molScula intacta
como en el péptido N-terminal, segdn los experimentos realizados por Brad-
bury et al. (1975a),con el pH resulta 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 termera obtenidos por Barbero et al. (198n) confirman es-~
‘toé ﬁléimﬁs‘résuitédﬁs. Siguiendu una estrategia semejante de fragmenta-
cién, se ha realizado un estudio similar con histona HS, en este caso con
rotura especifica con CNBr y NBS, fundamentalmente, lleg4ndcse a conclusig

nes parecidas {Crane-Robinson et al., 1976).

La digestifn controlada de Hl de timo de ternera con trip-
sina, en alta fuerza iénica (en cuyo medio la molécula se encuentra sstruc
turada al méximo) da lugar a un péptido lfmite resistente a la digestiébn,
que corresponde a la regiénm 35-120 de la molécula , y que es capaz de ad-
quirir una estructura globular en condiciones de pH y fuerza ifnica fisio-
1l6gicas {Hartman et al., 1977). Este fragmento contiene el total de la es—
tructura ordenada de la molécula. Estos autores propusieron, a la vista
de estos datos, la disposicién espacial de los distintos dominios estruc-

turales de la historna Hl mostrados en la Figura 1,

Posteriormente se han conseguido pé&ptidas semejantes en HS

de eritrocito de pollo (Avilés et al., 1978) y en el diptero Ceratitis ca-
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Figura 1, Modelo esguemdtico de la histona Hl de timo de terners,

con los tres dominios estructurales (Hertman et al,1577)

y los fragmentos utilizados para la formacién de los -

complejos (Chapman et al., 1976);
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pitata {Barbero et al.,, 1980). El estudic detallado del primerc por RMN
(Chapman et al., 1978a y 1978b) y por dicroismo circular y espectroscopia
de diferencia del segundo (Barberc et al., 1980) conducen a idénticas con-
clusiones. También se han obtenido resultados semejantes con la histona ¢l
de esperma de erizo de mar (Puigdomenech et al.f 1980). El estudic micro-
calorimétrico de esta regi6n (Tiktopulo et al., 1982) relizado sobre Hl
y H5 de eritrocito de pollo, nuevamente confirma la idea de que el fragmen-—
to obtenido con este tipo de digestiém controlada es un dominio completa-
mente compacto y es la finica regién completamente plegada de la molécula.
Parece, por tanto, gue esta disposicién estructural en las histonas Hl es

bastante general,

Existen en la regién globular de la histona Hl (denominada

también como TRC) de Ceratitis capitata algunas peculiaridades,como es la

presencia de cisteina, metionina y dos residuos de tirgsina, a diferencia
del fnico gue posee la homfloga de timo de termera. Una de estas tirusinas
se encuentra orientada hacia el exterior de la moiécﬁla, mientras gue la
otra es completamente similar a la de timo de temera estando rodeada de

residuos apolares (Barberc et al, 1980).

Aungue, como se ha dicho, la totalidad de la estructura or-
denada se encuentra en el néptido TRC, las regiones C y N- terminales de-
ben tener un efecto modulador de esta estructura, ya gue parece que la mis
ma se relaja al privar a la molécula de dichas regiones (Giancotti et al.,

1981; Barbero, 1981; Mor4n et al., manuscrito en preparacién).

La aplicaci6én de todas estas técnicas (digestién controla-
da con tripsina, digestién limite con trombina, y roturas especificas con

CNBr y NBS) sobre la molécula de Hl de Ceratitis capitata, han permitido

aislar distintos péptidos de la molécula. En la Figura 2 se muestra, muy
resumidamente, los dominios estructurales que se aislan con estos procedi-

mientos (Barbero, 1961).
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Figura 2: Modelo esquem&tico de la histona Hl de Ceratitis capi-
tata, con los tres dominios estructurales y los frag -
mentos utilizados para la formacién de los complejos

(Barbero et al., 1980; Barbero, 1981).



Sin duda la existencia de =stos tres dominios estructurales
en la molécula de H1l deben de temer una gran impertancia en la funcibn gque
gsta histona desempefie en la cromatina. La regién globular de la molécula,
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 DNA, tal coma DNA superhelicoidal (chel y Singer, 1976 y 1975]. La
modificacién covalente de la histona por fosforilacién no modifica aparen-
temente esta especificidad (Singer y Singer, 1978), a pesar de que se ha-
bfia descrito que dicha modificacién conduce a la separaciédn de la parte
globular de la molécula, y presumiblemente, la regién N-terminal (Glotov
et al,, 1977), aungue también se sabe que la modificacitn selectiva em la
serina 37 no afecta a la interaccién (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 inespecificamente, con los fosfatos proporciona-

dos por el DNA,

1.1.3. Modificacién de la estructura secundaria y terciaria de Hl como

consecuencia de la nitracién.

El tratamiento de proteinas con tetranitrometano canduce
a la nitracién especifica de las tirpsinas gue posea la molécula. En cual
guier caso, la extensién de la modificacién depende de la accesibilidad
de los residuos de tirosinas en la molécula. Esta técnica se ha utilizado
con frecuancia en el estudio estructural de numerosas proteinas, tales co
mo ribonucleasa{Beaven y Gratzer, 1968), aldolasa {Christen y Rigrdan,
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 nitraciém de las histomas 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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tracién es m&s eficiente y répida que en condiciones estructurantes. De
hecha en estas condiciones se puede conseguir la nitracién de un Gnico re-
siduo de tircsina (el externo) en Hl de insecto. La modificacién de este
residua no provoca pérdida de d-hélice. En cambio la modificacién del re-
siduo interno de tirosina conduce a una pérdida de dicha estructura. L6-
gicamente, por todo lo dicho anteriormente, la nitracién afecta exclusi-
vamente a la zona globular. Serd interssante estudiar como esta modifica-

cién influird en la interaccién con el DNA:

1.2, HL Y ESTRUCTURA DE LA CROMATINA

Existe toda una seris de evidencias experimentales gque po-
nan de manifiesto el importante papel que, sin duyda, debe jugar la histo-
na Hl en la estructura y funcién de la cromatina. Como sjemplo, baste ci-
tar algunos de astos fesultaqos, - 1los cualaé serédn comentados posterior
mente éon mayor detalle. Asi, la cromatina desprnvista de H1 muestra una
mayor actividad transcripcional "in vitro" (Simpson, 1974b), menor contri

bucién en la transicifn térmica a altas temperaturas (Reeck et al., 1972)

y mayor viscosidad intrinseca (Henson y Walker, 1970 y 1971; Lewis st al.

1976).

Los experimentos de digestién de cromatina con nucleasas
han arrojado bastante luz sobre la posible localizacifn y papel de la his
tona Hl en 1la crnmatina: La digestifin de cromatina con nucleasa micrococal
proporciona cuatro 1nte;mediarios sn su cursg. El1 primero de ellos corres-
ponde a octanucleosomas, que poseen una estructura compacta(Hozier st al. .
1977). En segundo lugar aparece una partfcula cuyo tamafio es variable de-
pendiendo del organismo (185-205 pares de bases de DNA) que se denomina
nucleosoma (Nol, 1974; Axel, 1975; Sollner et al., 1975; Shaw et al.,1975;
Noll y Komberg, 1977). Esta particula contiene el octémeroc de histonas

intermas y una molécula de Hl o HS5, Ccnforme progresa la digestién apare-



- 12 -

N

ce otro fragmento, de 160 pares de bases, gue continua poseyendo , en la
misma proporcifn, todas las histonas del nucleosoma ( Varshavsky et’al.,
1975; Whitolck y Simpson, 1976; Bakayev et al., 1977; Todd y Ganard,1977;
Noll y Kornberg, 1977). A este fragmento se le denominé "cromatosoma"
(simpson, 1978). Este es el minimo fragmento de cromatina capaz de seguir
manteniendo unida Hl y muestra una longitud muy constanta; independiente
del organismo del gue se extraiga( Morris, 1976; Noll, 1976; Lohr et.al:
197?]. Por Gltimo aparece un fragmento l4imite, de 140 pares de bases, tam
bién constante en tamafio, que unicamente posee el octémero de histonas in-
ternas, denaminado “core" nucleosamal: Se cree que los 20 pb de exceso del
cromatosoma con respecto al "core" se distribuyen en fragmentos de 10 pb

a cada extremo de este Gltimo (Simpson, 1978).

Como consecuencia de una variacién en la fuerza ifinica se
pueden inducir importantes cambios en la estructuralde la cromatina. De
hecho, al aumentar ésta‘se‘prodpcg qnalcpndensaqidn,‘due ocurre tanto en
presencia como en ausencia de Hl. No obstante, el grado de condensacién
y aspecto en microscopia electrénica gue ofrecen ambas preparaciones son
distintos (Thoma et al, 1979). En la condensacién deben influir aspectos
diferentes, ya que , tal coma mastr6 Vollenwheider (1975) también es posi
ble inducir condensacién en DNA libre al aumentar la fuerza iénica. De lo
que no cabe duda es que la Hl también ha de jugar un papel importante en

estos cambios.

Teniendo en cuenta todos los resultados anteriorments des-
critos, Thoma et al. (1979) propuso un modelo sobre la localizacién de la
Hl en el nucleosoma, ;egﬁn el cual esta histona estabilizaria 20 pb del
DNA en el cromaposoma, y al formar grados superiores de organizacién, co-
mo el solenoide, pasarfa a una localizaciéin interna del mismo, Esta po-
sible localizacifn interna ha sido detectada por diversas técnicas (Chal-

Kley y Hunter, 1975; 0lin y Wright, 1973; Thomas y Kornberg, 1975).
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Ademds debe existir una proximidad espacial entre la HL y
algunas de las histonas del core, ya que ha sido posible obtener, por téc-
nicas de reticulacién covalente en cromatina natiya,rdimaros de H1-HZ2A
(Bonner y Stedman, 1979), H1-H2B, H1-H3 (Hardison, 1577) y polimeros Hl-
H3-H4 (Glotnv et al,, 1978), demostrandose postariormente que la posi-
ble interacci6n entre estas moléculas se realizaba por sus zonas globula-

res(Boulikas et al., 1980).

A la hora de localizar los distintos dominios estructura-
les de la molécula de Hl en el cromatosoma, resultaron muy interesantes
los experimentos de Allan et al.(1980) utilizando distintos fragmentos de
la molécula de histona, confirmandose en parte los anteriores resultados:
Experimentos m&s recientes (Ishimi et sl., 1981) muestran que la regifn
N-terminal de la molécula de Hl obtenida por digestién con trombina ocupa
y protege de la digestifn con nucleasa micrococal alrededor de 20 pb del
DNA espatiador intemucleosomal o "linker"; mientras que el fragmento C-
terminal restante protege la digestién del DNA del "core"nucleosomal. Ha
bida cuenta que la regién N-terminal contiene précticgmenta toda la zona
globular de la molécula, estos resultados contradicen,en parte; lo ante-

riormente expuesto.

A partir de diversos hechos experimentales Belyavsky et
al,(1930) slabors un modelo en el cual las histonas intemas se distribu-
yen de fnfmu anféloga que en el "core" nuclegsomal, pero con un desplaza-
miento en sus puntos de unién al DONA de 10 nucleotidos 3n ambas cadenas
a partir del extremo 5°~terminal del crpmatosoma, Las histonas internas
sufren una expansién de modo que llegan a ocupar la longitud total del
mismo. La histona Hl se une principealmente a los extremos dsl DNA del
cromatosoma, aungue también lo hace a otras diversas regiones de 4 pb,
con una periodicidad de 10. Esta disposicién explicaria la obtencifn de
complejos de reticulacién con otras histonas del "caors", como se comen-

t6 anteriormente.’
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La ordenacién lineal en cuentas de collar a que da lugar
la sucesién de nucleosomas, con un diémetreo de 100 R, es unicamente un pri
mer nivel estructural de la fibra de crnmatina: Su condensacién posterior
origina otros niveles astructurales superiores, teniendo lugar como conse-—

cuencia un mayor empaquetamiento del DNA, -

Es posible observar, en determinadas condiciones, filamen-
tos de 300 R de dif&metro (Du Praw! 1966), posiblemente originados por ple
gamientos del filamento fino (Ris, 1975). La histona Hl parece tener un
papel muy importante en la formacifn y estabilizacién de estas estructuras
(Noll y Kornberg, 1977; Henson y Walker, 1970; Lewis et al., 1976), Ademas
de la presencia de Hl, la fuerza ifnica también resulta critica para la
formacifn de estas filamentos (Olins y Olins, 1974). Los datos de micros-
copfa electrénica (Finch y Klug, 1976) y de dispersién de neutrones (Car-
penter et al., 1976] sugieren una disposicién solenoidal de esta estructu-
ra, con un nfimero de ;eis‘nupleosnmas_pqr vuelta como el m&s aceptado, .co-
>m0‘r§fiején‘lus estudios de birrefrigencia eléctrica rsalizados por Marion
y Roux (1978). Aurique la orientacién de los rnucleosomas no Se conoce con
seguridad, lps resultados de McGhee et al [1980] sugieren una disposicibn

ortogonal.

Un modelo altermativo al del sclencide es sl de los "super-
beads", agrupaciones de ocho nucleosomas gue dan lugar a particulas discre
tas de aspecto globular. De hecho estas unidades se ponen de manifiesto
en el tratamiento de cromatina con nucleasas espscificas de DNA monccate-
naric {Fujimoto et al, 1979) y la existencia de una pausa en la digestién
con nucleasas (Hozier et al, 1977) en la cual se liberan particulas de es~
tas caracteristicas, como se comentd anteriormente. De hecho hay que re-
calcar el posible papel de la Hl en el manteniemiento de esta estructura,
y¥a que la afinidad de polinucleosomas por Hl se incrementa al aumentar Ia
longitud deréstos, llegando a un valor méximo para el octanucleosoma{Renz

et al., 1977; Campbell et al., 1978):
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Schmith y Ramanathan (1980) proponen un nivel terciario
de erganizaciédn para la fibra solenoidal, en la cual tendris 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
encuentran concentradas en lps espacios internucleasgmales: Esta organi-
zacifn darfa lugar a una hé8lice de 1000 R de espesor, comprendiendo cada

vuglta de esta h8lice doce de las del solenoids,

Los estudics realizados sobre complejos H1-DNA y cromatina
han contribuido también al conocimiento sobre el posible papel de la Hl
en la estructura de la cromatina. Asf, la Hl solamente induce compactacibn
n los po¥inucleosomas a telativamsnte altas concentraciones de sal (Miller
et al,, 1978; Renz st al., 1977) lo que no ocurre a baja fuerza iénica.
Paralelamente a estas observaciones sobre el efecto de la unidn @e Hl a
regiones de DNA espaciador en polinucleosomas, resultan bastante informa-
tivos los experimentos sobre complejos H1-DNA en ausencia de otras histo-
nas (Renz y Day, 1976). En este sistema, también la fuerza ifnica resulta
una varisble crucial. A baja fuerza ifnica, las moléculas de Hl se unen
no cooperativamente al DNA, y ademés la molécula no discrimina entre tro-
zos ricos en AT y Gc: Por el contrariao, a altas concnetraciones de sal,
1las moléculas de Hl se unen cooperativamente y selectivamente al DNA, for

mando en este casp estructuras compactas, visualigadaé por microscopga

1977). Cuahdo se neutralizan las cargas del DNA en un 90% aeparecen tambi®n
estructuras toroidales con un radio intemo de 150 R (wilson y Bloomfield,
1979),-E5tas estructuras, inducidas tanto por Hl como por neutralizacién

de cargas, aparecen muy estaBles (Dlins y Olins, 1971; Haynes et al., 1970;
Cole et al., 1977; Chattoraj st al., 1978 y Wilson y Bloomfisld, 1579).

Cole st al (1977) proponen qua la neutralizacién de cargas
del DNA provocada por la Hl transforma las moléculas de DNA en sustancias

hidrﬂfdbiqas, lo cual conducirifa a la forma geométrica que adoptan los
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agregados. No obstante existen suficientes datos como para hacer pensar
que esto no es asf. Por ejemplo, los complejos de polilisina-DNA se en-
cuentran altamente solvatados (Shapiro et al., 1989} y el efecto de la
adicién de disolventes orgénicos no afecta a los espectrus de DC de la for
ma que lo harfa si hubiera interacciones hidrofébicas implicadas (Fasman

et al., 1970),

Glotov et al. (1978) y Manning et al. (1979) confirmaron
estos resultados y discutieron el importanté papel que la fuerza iénica
posee en el efecto de la Hl scobre la coformacién del DNA, lo que explica-
rfa en parte el comportamiento estructural de la cromatina sometida a los

cambios de fuerza i6nica discutidos anteriormente.

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

Tal éoﬁo‘se‘hé cﬁménfadﬁlénferigfménté ia‘Hl de Ceratitis
capitata posee en su molécula cisteina {(Franco et al., 1974). Este hecho
capacita a dicha molécula para formar agregados en condiciones desnatura-
lizantes por formacifn de puentes disulfurpo. Estos agregados se pueden
aislar por cromatograffa en Biogel (Franco et al., 1977} . Recientemente
se ha realizado un estudio riguroso sobre estas especies moleculares (Mo-
rén et al., manuscrito en preparacién) comprobandose que aparecen tres prg
ductos fundamentales comao consecuencia de la oxidacifn, que se separan en
Biogel en tres fracciones fundamentales, denaominadas BGl, BGZ2 y BG3. La
BGl estd formada por multimeros de alto peso molecular y posse dos resi-
duos de cisteina por molécula de Hl. ta fraccifn BG2 estd formada por di-
mera de Hl, y solo posee un residuc de cisteinaj; y por Gltimo, la fraccidn
BG3 se trata de monémero con dos residuos de este amingdcido. Cuando BG3
se somete de nuevo a condiciones oxidantes, no agrega, por lo gue se supo

ne que estd formando puentes disulfuros intramoleculares, Esta suposiqiﬁn
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se ve confirmada por el hecho de que al reducir y reoxidar dicha fraccién

da lugar nuevamente a BG1.

Como consecuencia de la agregacidn y oxidacién de H1l tie-
nen lugar ligeras modificaciones estructurales, ques ss ponen de manifies
to por distintas técnicas; Asi, mientras BG3 précticamente no modifica el
contenido d-hé}ice, tiene lugar un ligero aqmento de la misma en BGl y
BG2, En cambio, los espectros de DC en el U préximo de las distintas
fracciones indican que no debe exis£ir veriacién en el entorno da las ti
rosinas, si bien la digestién controlada con tripsina, en condicionss idgg
ticas a las realizadas para Hl nativa (Barbero st al, 1980) de BGl y BG2,
no dan lugar a fragmento 1imite semejante al TRC, aunque s{ aparece dicho

péptido con BG3.

Todos estos hechos 1llevan a concluir que la agregacifn de
la histona Hl de Ceratitis capitata por puentes disulfurc y la formacién
de puentas disulfuro intracatenarios dan lugar a modificaciocnes estructu
rales de la misma, que sin duda tendrdn su transcaendsncia en la interac-
cién entre esta histona y el DNA, Cual sea la trascendencia ds esta modi
ficacién 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 funcién del material ge-

. nético.

1.4, ESTRUCTURA PSI DEL DNA

l1.4.1. Antecedentss.

Se habfa observado que 21 DNA ds alto peso molecular, en
presencia de polimeros neutros y a ciertas fuerzas iénicas, daba lugar a
transiciones cooperativas en su estructura,originandose configuraciones

moleculares campactas (Lerman, 1971) que variaban su coeficiente de sedi
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mentacién, Utilizando mayores concentraciones de DNA se pueden apreciar
también cambigs en las mismas condiciones, en el espectro de DC del com-
plejo (Jordan et al, 1972). En estos experimentos, en los cuales se uti-
1iz# 6xido de polietilenc (PED), se perdia completamente el espectro de
DC conservativo del DNA, apareciendo una banda de elipticidad negativa _
spgbre los 275 nm, con valores de elipticidad molar o residueo de -120000.
Jordan et al (1972) denominaron a esta estructura del DNA estructura PSI
{Polymer-Salt-Induced structure). Adler y Fasman {1971) sugirieron que

el DNA, en estas condiciones, proporcionaba agregados que posefan algin
tipo de estructura periédica aunque{asimétrica. También, mediante estu -
dios de fluorescencia y microscopfa, Lerman (1973) propuso una disposi -
cién de moléculas paralelas para esta estructura. Posteriormente Sipski

y Wakner (1977) demaostraron gque, en los complejos con PEQ, el DNA disponia
sus fibras en haces paralelas, arracimados, rodeados por el palimero en
cuestién, Es decir, no necesariamente se pierden las caracterfsticas de

" estructura B del DNA en esta situacién, si bien da lugar a modificacianes
espectrales, tal es el caso del DC, bastante drésticas,

Los estudios de difraccifén de RX sobre complejos de poli—
lisina-DNA (Haynes et al, 1970; Carroll, 1972 y Zama, 1974) y sobre ntcleg
histonas (Wilkins et al, 1959; Zubay y Wilkins, 1962 y 1964, y Pardon et
al, 1967), y de dispersién de luz de PEO-DNA (Maniatis, 1971) muestran
aue, 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 difraccién de rayos X scbre fibra de cromatina (Bram, 1971)

confirman la anterior afirmacién.

Los estudios cinéticos realizados también_por Jordan et al
(1972) sobre estos complejos, aungue muy poco detallados, permiten concluir
que existen dos etapas fundamentales en la formacién de esta estructura.
La primera de ellas consiste en el pasg de fibras extendidas de ONA uni-

das al polimero a una estructura compacta, pero desordenada. Posteriormen
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te existe una transicién a una sstructura también compacta, pero ordena-

da, del complejo. Estos dos pasos, l6gicamente, dependen criticamente de

la concentracifn de DNA, PEO y sal existentes.,

Estructuras bastantes semejantes a las descritas también
se hablan encontrado en disoluciones concentradas da DNA dispuestas en pe
lfculas muy sstrechas en las cuales se disminuye mucho la humedad relati
va (Junis-Schneider y Maestre, 1967), y complejos de DNA cor polilisina
Shapiro st al 1969; Gohen y Kidson, 1968).

1.4,2, Induccién de estructura PSI por histona Hl.

Parece bastants clarc hoy dfa la diferencia existente en-
tre la Hl y el resto de las histonas en su capacidad de modificar la es-
tructura del DNA (Tailiander st al, 1979). Los primeros estudios de DC
realizades por Fasman et al (1970) saobre complejos de DNA y Hl de timo de
ternera pusieron de manifiesto, en determinadas condiciones de concentra
ci6n de DNA, fuerza i6nica y relacién H1/DNA, la pérdida del sspectro con
sarvativo del DNA.>Concratamenta, a concentraciones moderadas de sal {NafF
0.14M) y conforme aumenta r (relacifn H1/DNA), la banda de elipticidad
positiva a 275 nm decrscg, la banda a 245 nm incrementa su magnitud y am-—
bas se desplazan al rojo, teniendo lugar otras alteracicnes a longitudes
de onda infariores. Sin embargo estos efectos no se observan cuando la
concentracién de sal es baja (NaF 0.01M}. A r=3 (residuos de protefna/re
siduas de ONA)},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 absorcifn, que
permanece pricticamente inalterddo. Por tanto existen tres factores fun-
damentales gque influyen en la formacién de esta estructura: relacién -

H1/DNA, concentracién de DNA y fuerza i6nica.,

Posteriormente se ha visto que las distintas subfracciones
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de Hl poseen diferente capacidad de inducir este tipo de estructura. Con
cretamente se han ensayado las cuatro subfracciones de Hl de conejo {RTLL,
RTL2, RTL3 y RTL4), observédndose apreciables diferencias entre ellas -
{Wwelch y Cole, 1979). Las diferentes subfrecciones de Hl presentan una
variacién de hasta el 35% en la parte N-terminal de su mol&cula (residuos
1-4) (Rall y Cole, 1971). Estas diferencias pueden originar una diversi-
dad de interacciones de las diferentes subfracciones al DNA; Ademés, Fas
man et al (1972} sugirieron que precisamente esta regifn modulaba en cier

to modo la interaccifin de la parte GC-terminal de la molécula;

También la modificacién covalente de Hl puede influir apre
ciablemente en su capacidad de induccién de estructura PSI. Asf, tanto la
fosforilacién (Adler et al, 1971), como la maleilacién (Burnotte et al,

1973) de la H1 disminuyen dicha cepacidad.

Debido a la alta proporcién de lisina en la molécula ﬁe‘Hl
se-penéé que él esﬁudin‘cén boiiﬁépfiaos sinﬁéticosbpodia orientar sobre
la influencia de estos residuos en las variaciones conformacionales del
DMA, asf como la influencia de otros residuos, también abundantes en di-
cha regién. Con este fin, Ong et al (1976) estudiaron los complejos de
DNA con poli [Lysx, Leux), poli(Lysx, Leuy) y poli (Lys). Le mayor capa-
cidad de induccifn de estructura PSI se encontrf en el péptido (Lyssa,
Leuls), 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 Gnicamente cuando la leucina se encuentra 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 péptido, a aparecer algo de
estructura A en el DNA, La utilizacién de otros péptidos sintéticos, ta-
les como poli (Lys”, val’) y poli (Lysx)—(Valy) no muestran el efecto an

teriormente mencionado (Mandel y Fasman, 1976),
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De los distintos resultados anteriores parece claro cue,
de todas las histonas, la Hl es la dnica capaz de inducir estructura PSI
axalDNA, y es su alto contenido en lisina 1o‘que le confiere esta carac-
teristica.

.

1.4.3. Contribucién de estructura PSI en cromatina.

Aungue, tal como se vio, la estructura secundaria del DNA
no se ve profundamente afectada como consecuencia de su integracién en
cromatina, si lo hace el espectre de DC. Por sjemplo, el espectro de DC
de partfculas "core" nuclecsomal, estd significativamente alterada. con
respecto al del DNA libre (Ramsay-Shaw et al.,1974; Mandel y Fasman; 1976b;
Whitlok y Simpson, 1978; 0Olins et al., 1977a; Tatchell y Van Holde, 1977;
Cowman y Fasman, 1978). Tanto las interaccionas histona-DNA como histona-
histona, son importantes para mantenar esta conformacién alterada del DNA

(Olins et al., 1977b; Lylley y Tatchell, 1977; Whictlock y Simpson, 1977).

De este modo, aungque la estructura PSI se obtiems fundamen

talmente en complejos DNA-Hl, tambien se ha detectado en cromatina. De -

hecho, 8l espectro DC d= crpmatina nativa presenta menor slipticidad a 280
nm que el espectro de DNA libre (Fasman, 1978). La liberacién de Hl de nu-
cleosomas aislados, provoca una recuperacién parcial del espectro conser-
vativo del DNA (Hjelm y Huang,1974; McCleary y Fasman, 1980). Pcr otra -
parts ; al digerir cromatina con tripsina se recupera el espectro conser-
vativo del DNA, coincidiendo precisamente con la digestién de Hl; oue es
la histona m4s facilmente degradable (Lilley y Tatchell, 1977): De todas

% formas la cinétice de estos procesos es muy compleja, aparsciendo en al-
gunas situaciones transiciones cooperativas (Nieto-Sandoval, 1982). En
algunos casos el espectro de DC de cromatina origina bandas de eliptici-~

dad negativa sobre los 268 nm, que llegan a alcanzar valores de -50.000
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grados x cm2 / decimol (u). Tal es el casao 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, dilucidade por Cowman y Fasman (1978,
1980]. Estos autores realizaron los espectros de DC de cuatro tipos de
preparaciones distintas de mononucleosomas. Dichas preparaciones diferian
tanto en la longitud media del DNA como en el contenido en protefnas Hl
y H5, y su espectro de DC presenteba serias difsrencias, en funcién pre-
cisamente de estas variaciones, Posteriormente investigaron por separado
la influencia de estos factores, y desdz luego la separacién de las his-
tonas H1l y HS5 regenera en parte el espectro conservativoc del DNA, por lo
que parece cue estas proteinas son las responsables de la posibls 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 pequefias en comparaciéfn con las que la
molecula de H1l por si scola puede inducir en el ONA en los complsjos Hl-

DNA,

Por otra parte también parece que el tamafic de la regifin
internucleosomal ("linker") también juega un papel importante en la con-
formacibén final gue zdoptan 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, Pcr
tanto en la formacién de estas estructuras no solamente influyen las pro-

teinas unidas al ONA sino =21 temafic del mismo.

Tal como se dijo, la separacién selectiva de Hl de cromati-
na provoca un aumento de elipticidad positiva a los 280 nm. Un efecto se-
mejante se observa en namonuclepsomas, donde pasa la electricidad a 283

nm de 4,10C u a 5.200 u , cuando se separan selectivamente Hl y HS
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con NaCl 0;6 M (McCleary y Fasman, 1980). Cuando estos mononuclecsomas
se reconstituyen nuevamente con Hl y HS se observa un decrecimiento de

la elipticidad.,

De todo lo dicho parece bastante claro que la cromatina,

en sus distintos niveles de complejidad, posee alguna contribucifn de
estructura PSI, y gue la Hl es la histona responsable de slla, habida
cuenta que es la dnica que en complejos DNA-histona es capaz de provo-
carla y que su liberacién de la cromatina conduce a cambios espectrales

con una pérdida de dicha estructura.

Ademés, la Hl induce la formacién de estructures sobre el
DNA, observables en microscopia electrénica, que el resto de las histonas
son incapaces de inducir. Por ejemplo, Cole et al. (1975) encontrarcn gue
utilizando DNA de bajo tamafio molecular y altas relaciones H1/DNA {aproxi-
madamente 1.3 moles de aminodcido/moles de fosfato) se formaban unas es-
tructuras que en mocroscopia electrénica aparecian como pequefios toroides,
tal como se dijo en el apartado 1.2. Anteriormente ya se habia observado
un efecto semejante pero muy minimizado. La longitud media de las circun-
ferencias extermas era de alrededor de 1600 X y muy superior a la longi-
tud minima de persistencia del DNA, que se calcula sobre 400-S00 R en
NaCl 0.2 M (Blaoomfield el al., 1974). Sin embargo, hasta la fecha no se
" ha relacionado la formacién de estos agregados con la capacidad de forma-

ci6n de estructure PSI que posee la Hl.

Estudios recientes de microscopfa electrénica han mostrado
que, en condiciones precisas de fuerza i6nica y concentracién 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 protefns/mg ONA). La utilizacién de la parte C-ter-
minal de la molécula de Hl, obtenida por fragmentacifn selectiva con NBS,

potencia mucho esta capacidad, encontrdndose a relaciones de 0;5 prédcti-
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camente todo el DNA en forma toroidal y mostrédndose estz formacién coope-
rativa respecto de la relacién, ocurriendo el cambig principal a relacio-

nes comprendidas entre 0.2 y 0,3 {Suau, comunicacién persgnal),

1.5. ESTUDIOS DE DESNATURALIZACION TERMICA

Las interaciones entre las histonas y 21 DNA son complejas
en general y se pueden examinar desde diversos puntos de vista, utilizan-
do distintas técnicas. Acabamos de estudiar como el OC proporciona una in-
formacifn bastante precisa de las mismas, a nivel estructunal; Les curvas
de desnaturalizacién térmica han sido, al menos histéricamente, otra fuen-

te valiosa de informacién respecto a estas interaciones,

Como consecuencia de la desnaturalizaciéin térmica del DNA,
.gue implica.una transicién doble hélice-cadena sencilla sstadistica, se
produce una varizcifn en numerosas propiedades fisicas de la macromolécu-—
la. Uno de estos cambios, facilmente medible experimentzlmente, es la hi-
percromicidad, que tiene lugar fundamentalmente, como consecuencia de la
diferente interaccién de apilamiento entre las bases entre una forma y
otra (Tingco, 1960 y 1961; DeVoe, 1965; Felsenfeld y Hirschman, 1965);
Esta transicién ocurre en un estrecho marco de temperatura (Marmur y Dotty,
1562) y por tal motiva también se le suele denominar curva de fusién. La
temperatura a la cual se tiene el S0% de ONA nativo y el 50% de DNA desna-
turali_ado se le denomina terperatura de transici6n o de fusién (Tm) y su
valor depende tanto de factores composicionales del propioc DNA (cnmpusi-
cién de bases), como de la fuerza ifinica del medio y la asociacién de 1li-
gandos, tales como protefnas . En este Gltimo caso pueden aparecer transi-
ciones polifésicas,cuya interpretacién da una valiosa informacién sobre
los complejos. En primer lugar, se hard una ligers revisién de los datcs

experimentales sobre curvas de transicién térmica de nuclecproteinas y



posteriommente se introducirdn los conceptos fundamentales de termoding-

mica estadistica aplicados a estos estudios.

1.5.1. Desnaturalizacién térmica de nucleoproteinas.

Los primsros estudios realizados sobre complejos histona-
DNA (Huang et al:, 1967) fueron, aunque 11ustrativas; poco rigurosos e
imprecisos. En otros sistemas m&s simples, tales como polilisina-DNA y
poliarginina-DNA, aparectan curvas de transicién biFdsicas; La primera

transicién corrsspondia al DNA libre y la otra, de temperatura superior;

al DNA gue interacionaba con el ligando (Tsuboi et al,, 1966; Leng y Fel-
senfeld, 1966; Olins et al., 1967 y 1968; Kawashima st al., 1969); El he-
cho de que apareciesen dos transiciones bien diferenciadas se interpreté
como debido a una coperdtividad en la asocilacién de estos polipéptidos

al DNA, sin embargo, veremos m4s adelante que esto no tiene porgué ser

as,

La estabilizacién térmica del DNA en forma de ndclechisto-
na refleja la neutraslizacién parcial de las carges negativas del DNA por
moléculas cargadas positivamente. De esta forma se reduciri la repulsién
alactrostdtica entre las dos cadenas de la doble hé&lice, necesiténdose
temperaturas mds altas para su separacién. Sin embargo, no s6lo la inte-
raccién iénica estd implicada en la formacién de los complejos DNA~protefi-
na, ya gue las interaciones hidrofébicas también pueden tener influencia,
Este tipo de interacciones tienen particular interés en el caspo de las his-
tonas H3 y H4, son menos intensus para la H2A y H2B y participan muy poco
en el caso de la Hl (Bartley y Chalkley, 1972). La importancia de estas
interacciones hidrofébicas tanto en cromatina como en la asociacién de po-
limeros de lisina con el DNA, han sido puestas de manifiesto por Schwartz
y Fasman (1979), reeslizando curvas de transicién térmica en presencia de

etilenglicol, L&gicamente, si estas interaciones hidrofébicas tienen real-
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mente algdin papel, seré por medio de las zonas globulares de las moléculas

respectivas.

Se puede comprobar,efectivamente, gue los diferentes domi-
nios estructurales de las histonas estabilizan de forma distinta el DNA.
Asi, la rotura especifica de H2B con CNBr proporciona dos regionas, una -
de las cuales {la N-terminal) contiene la mayoria de la zona polar de la
molécula y su asociaciéin con el DNA, adem&s de la fusifn del DNA libre,
proporciona una dnica fusi6n de alrededor de 709C {Li y Bonner, 1971);
Aungue previamente se hicieron numerosos experimentos con complejos Hl y
DNA (Olins, 1969; Olins y Olins, 1974}, los trabajos m&s recientes han
sido realizados por Palau et al., (1977) y Avilés et al. (1978) aparecién-
doles tembién una bifasicidad. Esta bifasicidad también aparece cuando se
utiliza el fragmento C-terminal de la molécula de H1l obtenido por ratura
especifica con NBS. Sin embargo, estos autores obtienen pgca resolucién
en las cirvas debido a que utilizan una relativamente alta fuerza iénica
‘(NéCi 0.14 M); Ihtérﬁrefan lé épériéién‘dexbiFaéiéidadkcﬁmd un éFecto de
la posible cooperatividad de la asociacién de H1 al DNA, Sin embarga, co-
mo se discutird posteriormente pueden existir otras causas (McGhee, 1976).
No obstante Iovcheva y Dessev (1980}, encuentran efectivamente, en expe-
rimentos de retencién en filtros de nitrocelulosa, una interaccién coope-
rativa de la Hl1 al DNA, en determinadas condiciones de fuerza iénica. Sin
embarga, este comportamiento cooperativo se pierde cuando la Hl se encuen-

tra fosforeilada (Knipper et al., 1978).

Ademds de estos efectos primarics, anteriormente comentados,
las interacciones cue conducen a la agregacién entre complejos de nucleo-
proteinas, la formacién de superenrollamientos de cromatina, etc., también
pueden tener un efecto significativo en la estabilizacifn té&rmica del DNA.
Todos estos hechos deben guedar reflejados en las curvas de transicién tér-
mica realizadas en cromatina. Los primeros estudios fueron realizados por

Bonner (1971) sobre cromatina de guisante donde aparecen curvas multifési-



cas, concretamente con cuatro transiciones (Li y Bonner, 1971), atribuibles
a distintas resgionses del complejo. La primera transicién (Tml) seria la fu-
sién del DNA libre; la Tm2 es mAs diffcil de asignar, pudierdo deberse o
bien a trozos de DNA unidos a protefnas no histonas o trozos cortos de

DNA libre entre dos segmentos de DNA unido  a histonas. Las Tm3 y Tmd se
asignan al DNA interaccionando con las regiones globulares y polares de

las histonas, respectivamente. De hecho, los complejos DNA-histona suelen

dar curvas bifdsicas (Hwan et al., 1975; Shih y Bonner, 1970; Leffak et

al., 1974; L1 y Bonner 1971; Ansevin y Brown, 1971; Yu et al., 1976);
También los estudios de desnaturalizaciéfin t&mmica muestran distintas pro-
piedades de la cromatina en diferentes estados funcionales de la misma,

concretamente en fase Bl y fase S. Estos estudios se realizaron sobre cé-

%
j

lulas Hela S-3, indicando la existencia de distintas superestructuras en

ambas fases (Dolby et al., 1979). .

En la interpretacién de los perfiles de desnaturalizacién
térmica de cromatina hay que considerar, por tanto, diversos Factores;

€n primer lugar, las contribuciones de DNA libre espaciador, que conecta

; los nucleosomas adyacentes. En segundo lugar, la interaccién entre los
f complejos de histonas en las distintos nucleosomas y el empacuetamiento
de estns en la cromatina. Las curvas de desnaturalizacidn térmica de cro-
matina muestran que tan solo existe una pequefia fracclén de DNA (aproxima—
dahenta‘5$) que funde a temperaturas bajas. Esta contribucién se desplaza
a temperaturas mé&s altas, al aumenter el tamafic del oligémero,llegando a
ser & 52-549C en el pentanuclsosoma. Esto indica éue existe una pequefia
cantidad de DNA cue se une debilmente a la particula rentval psro que lle-
ga a estar protegida cuando es mayor el tamafio del oligémerc (Mandel y
{ Fasman, 1977). La banda de m&s alta temperatura de fusién, Tmd, también
aumenta progresivamente en funcién del tamafio del oligémero, posiblemen—
te debido a una interaccién proteina-proteina y/o proteina-dcido nucleico

entrs nuclsosomas adyacentes (Van Holde et al., 1974; Baldwin et al., 1975) -
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0 bien debido al cambio de disposicién espacial de la Hl como consecuencia

de un cambic estructural,

Si se realiza la desnaturalizacién térmica de mononucleo-
somas, se reduce considerablemente la complicacién de sus perfiles. Asi,
las particulas “core" aisladas manifiestan dos transiciones té&rmicas uni-
camente (Tm2 y Tm3) (Cowmarn y Fasman, 1980). La primera transicién impli-
caria cambios estructurales sélo en el DNA de los extremos del "core";
correspondiendo aproximadamente a 40 pb (Van Holde et al., 1980). Si se
realiza la reconstitucién de estas particulas con poli-dAT, se puede de-
mostrar que la fusifn de los primeros 40pb pertenecen al DNA de los extre-

mos de las mismas. (Wéischet et al.,, 1978; Simpson, 1979).

Cuando los mononucleosomas aislados de eritracito de pollo
se les separa selectivamente la Hl y HS, sus curvas de desnaturalizacibn
térmica también aparecen polifésicas. La primera de las transiciones de-
‘pende de ‘la’ longitud del DNA espaciador, por ld cue debe carresponder a
este fragmento (Cowman y Fasman, 1980). Sin embargo, con los datos obte-
nidos por desnaturalizacién térmica no se ha podido discernir si el efec-
to de la histecna Hl scbre la estabilizacién del DNA es el resultado de la
interaccifin directa de esta histona con el DNA del "core" o es un efecto
directo de la estabilizacién del DNA del "linker", Es decir, que tanto
la H1 como la H5 afectan a las propiedades fisicas tanto del DNA del

"core" como del DNA espaciador (Cowman y Fasman, 1980).

. En resumen, a partir de las curvas de desnaturalizacién
térmica se pueden extraer mumerosas conclusiones estructurales sobre la
cromatina en sus diversos grados de complejidad. Evidentemente, aunque

se ha sugerido que las curvas de fusién de cromatina no son otra cosa que
la suma de los efectos de cada una de las histonas por separado ( Tsai et
al., 1975), existen en la estructura de la cromatina hechecs que pueden mo-

dificar esta suposicién, De cualquier forma, el estudio de la interaccién
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de cada histona por separado con el DNA es una mdnédra de conocer su con-

tribucién potencial a la estabilizacién térmica de éste en la cromatina;

1;5.2: Modelos semiempiricos de transicién hélice-cadena de DNA unido

a ligandos. Estudig particular de estas proteinas.

1.5.2:1. " Antecedentes

Dentro de todos los modelos descritos hasta la fecha para
transiciones hélice-cadena en biopolimeros, quizd sea el de Ising (1925)
el més utilizado por su generelizacién y facilidad de tratamiento. Una re-
visién exhaustiva del desarrollo del modelo fue publicada por Foland y
Scheraga (1970), y més reﬁisntsmenta, para DNA por Wada et al., (1980):
Con el objsto de simplificar es conveniente considerar el ONA como una
cadena polinucleotidica homogénea, infinitamente larga, rno existiendo in-~
teraccién entre residuos muy alejados de la cadena, sino unicamente entre
los vecinos mfs préximos. Estas aformaciones se pueden generalizar bastan-
te, de hecho, segiin Scheffler et al., (1970) a partir de una longitud de
50 pb la cadena se puede considerar infinita; S5in embargo, cuando se uti-
1izan ligandos unidos al DNA son necesarias longitudes mayores, hasta de
300 pb, dependiendo des la naturaleze del ligando [Schellman, 1974); Ahora
bien, existen algunas excepciones como la influencia de los residusos ter-

minales en DNA de fago A (Gotoh y Wada, 1979).

Como &8s bien sabido (Birshtein y Ptitsyn, 1966; De Voe,
1969) solamente se prefieren dos pardmetros para describir este modelo,
denominados s y ¢ en la nomenclatura de Zimm (1960). E1 primerc de ellos,
8, representa la constante de equilibrio entre un par de bases en estado
helicoidal contiguas a un par ds bases ya unidas y el mismo par de bases
en estructura estadistica, Si, como es convencional, el peso estadistico

de un par de bases en cadena estadistica se defime como la unidad, el
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peso estadistico de un par de bases en estado helicoidal serd s. Cuando

el DNA se encuentra libre la Tm coincide con un valor de s igusl a 1.
(Litan y Lifson, 1965; Crothers y Zimm, 1964), La dependencia de s con

la temperaturs normelmente se representa por la ecuacidn de Van“t Hoff,
utilizando un valor experimental para el incremento de entalpia por par
de base (Z&HZ}. Se ha calculado CalorimétricamenteAHs tanto para polinu-
cleotidas sintéticos ( 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-
pia ( ASZ ) ‘se puede calcular a partir del valor.de la Tm- Evidentemente,
estos valores dependerdn criticamente en el medio-en el cual el ONA se
encuentra disuelto, sobre todo el AHg. Alternativamente se pueden apro-
ximar estas contribuciones por ajuste de las curvas de transicién térmica,
como se detallard posteriormente.

El segundo pardmetra reruerido en este modelo es él ﬁafé-
metro de nucleacibn, iniciacidén o cooperatividad, llamzdo 0. Tiene el
sentido de peso estadistico de iniciaciéfn de una secuencia helicoidal,

y tieme una contribucién fundamentalmente entrfpica, considerandose por
tanto, cue es practicamente independiente de la temperatura, Su valor se
puede calcular,también, por ajuste de las curvas de transicién térmica,
ya cu2 de el depende fundamentalmente la pendiente de la curva de transi-

cién en el punto de Tm,

Con el valor de estes dos pardmetros establecidos a cada
temperatura,es posible calcular la constante de eguilibrio entre dos con-
formaciones determinadas de la molécula, como relacién entre las funcio-
nes de particién correspondientes. Sin embargo, mis interesante es cono-
cer a cada temperatui- la funcifn de particién total o suma de las fun-
ciones de particicién de todas las conformaciones de la molécula, cue

denotaremos por ZA’ ya cque a partir de ellas se puede calcular cualquier
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valor medio; entre otros la fraccifin helicoidal en el equilibrio, ogue real-
mente es lo gue representa la curva de transiciﬁn térmica (Poland y Sche-
raga, 1970):

f= 1/M x { 3ln zA/ 31n s)

donde f es la fraccifn helicoidal en el equilibrio y M el ndmero total de

interacciones entre pares de bases cue puede proporcionar la cadena.

Un mé&todo bastante general para obtener la expresién de ZA
aplicable a cadena infinitas, es el de las funciones generatrices, desa-
rrollado por Lifson (1964), aplicados por 61 a polipéptidos y posteriormen-
te por Litan y Lifson (1965) a polinucleotidos, adem&s de por otros auto-
res (Bradly y Lifson, 1968; Latt y Sober, 1967; Poland y Scheraga, 1970;

Schellman, 1974).

Segln este modelo la funcién de particién total se pusds
sxprgsar como
N

ZA- Xl

donde N es el ndmero total de residuos de la cadena y Xl es la raiz mayor
de la ecuacién
T(x) 1
1 v{x)

" siendo T(x) y V(x) las funciones gensratrices para los estados canforms-

cionales posibles, y toman la forma

T(x)-lczoti/xi

V(x)= Evi/xi

donde ti y v, son los pesos estadisticos de secuencias “ininterrumpidas en

i
las dos conformaciones posibles.
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De esta forma, comg ZA es una funcién de s y la dependen-
cia de s con la temperatura es conocida, se pueden establecer las curvas
de transicién térmica teéricas y ver c6émo varian en funcién de los distin-
tos pardmetros. Lifsen y Roig (1961) estudiaron empiricamente la dependen-
cia de f frente a s psra un valor constante de J , para una cadena poli-
peptidica de cualgquier longitud. Posteriormente Poland y Scheraga (1965)
realizaron unza aproximaci@in cuadrdtica de este modelo gbteniendo resulta-
dos bastante convincentes. Shih y Fasman {1970) extendieron estos estudios

a prateinas complejas.

Segin lo anteriormentes expuestg, una vez calculado Xl, la
fracci6n molar de estructura helicoidal en el eguilibrio vendrd expresada
como

. N dln xl

"M° 3ln s

‘Pasteriormenta Fixman y Freire (1977) propusieron algorit-
mos adecuados para la evaluacién tebrica de las curvas de transicién tér-
mina para DNA con una secuencia de pases dada. De esta forma se han cal-
culado curvas de transicién térmica para DNA de secuencia conocida(Lyub-
chenko et al., 1978; Vologodskii y Frankamsnetskii, 1978), y corrobarado
lo apropiado del mé&todo por Lyubchenko et al.,(1982) para formas aplicati-
vas del DNA de $X 174, en contraposicién al método alternativo propuesto

por Azbel (1930a, 1980b y 1980c).
1.5.2.2. DNA unido a ligandos,

Tal @mo se ha comentado en el apartado anterior, la unién
de ligandos al DNA modifica el perfil de la curva de transici6n térmica,
dependiendo esta modificacién de muchos Factores, tales como 21 tamario del
ligands (gue en Gltimo término se traduce zn nimero de pares de bases ocu-

pados), la constante de asociacién del ligands al DNA, y la cooperatividad
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en la asoclacidén, El1 tamafo del ligando puede variar en un amplio mar-
gen, y por tantoc el nimerc de pb ocupado. Puede tomar velores de 1-2pb
para iones y colorantes, 3-5 aars drogas, como la hetropsina (wartell et
al., 1974 ; Zasedateloev et al., 1974) y actinomicina (Sobell y Jain,
1972; WMiller y Crothers, 1968), y probablemente 20-30 pb para histonas y
proteinas (Phillips, 1971). Von Hippel y McGhee (1974) han desarrollado
tratamientos para poder determinar este pardmetro a partir de datos expg
rimentalss., Un ﬁodalu altermativo para determinar estos pardmetros en la
asociacién de proteinas inespecificas y DNA es 2l desarraollado por
Woodbury {1981} exponiendo que existe una libre translacién del ligando

a lo largo de la cadena polinuclectida en vez de una unién a estos distin
tos de la red de la misma., Sin embargo, los valores obtenidos son prac-

ticamenta los mismos.

La constante de asociacién es otro pargémetro gque afecta
drédsticamente a las curvas de fusién, y su valor puede variar desde 10'3
M1 hasta 101D M'l (Liu y Riggs, 1972). La constante de asociacién de
las histonas al DNA en doble hé&lice debe de ser varios érdenes de magnitud
superiores a los valores dados anteriormentz. El1 factor de cogperativi-
dad también puede tomar valores comprendidos entre 1 (no cooperatividad)

y 103 (Alberts y Frey, 1970).

El problema se centra ahora en poder establecer un modele
gue convenientemente resuelto de lugar a las curvas de transicién obteni
das en estos comrlejos. O lo que as lo mismo, la interpretacién a nivel
de parémetros moleculares de las curvas de transicién térmica. McGuee
(1975) realizé un serioc intsnto a este Fin, aplicanao el modelo de Ising
anteriormente comentado y estudiando el papel de los distintos pardmstrns
en el resultado final obtenido. Por ajuste numérico de las curvas experi
mentales aobtenidas con el desarrolle del modelo planteado es entonces po-
sible determinar dichaos parémetros. Asi 1o hacz el autor, como un ejem-

plo, con la netropsina. El1 punto crucial del tratamiento del modelao esté
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en la elaboracidn de las funciones generatrices de secuencia para las dis
tintas situaciones concretas 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 intesraccionando con el liganda.
Naturslments en este estudio se limita a un Gnico ligando, sin desigual-
dades estructurales, Un método de alternative para obtener ajustes de
curvas de desnaturalizacién térmica de nucleoproteinas gs el propuesto
nor Chipev y Staynov, (1973), sin embargo, contiene serias simplificacio

nes qua no lo hace adecuado para un estudig riguroso de estos complejos.

Los problamas con las maléculas objetos de nuestra estudio
histonas y proteinas cromosomales no histonas, carecen en general de es-
ta homogeneidad estructural, como se ha comentado en los apartados anterig
res, Narmalmente las histonas tiemen una distribucién no estadistica de
amingécidos rue dan como resultado dominics estructurales definidos, los
cuales, individualments poseerdn distintos valores de lgs parémetros an-

-tés‘enﬁméraﬁoé. El eoﬁocimienta dd estos valores resulta de gran interés
en orden a comprender el papel exacto de cada dominio estructural en la

cromatina.

1.6. DIRECCION DE LA INVESTIGACION REALTIZADA

Parece bastante claro que la histona Hl debe jugar un papel
importante en la superestructura de la cromatina, aunque dicho papel no es
t4 completamente esclarecido. Existen dos caracteristicas en esta histona
que la distingue del resto: por una parte su particular estructura ?ridi—
mensional, con dominios conformacionales bien definidos; y por otra, la
variabilidad gue presenta de unos organismos a otros, que es mayor que la
del resto de las histonas. 8Sin duda los distintos dominios conformaciona-
les de la histona han de jugar un papel importante en el efecto aue esta
molécula ejerce sobre el DNA, caomo consecuencia de la intgraccién. Conocer

la potencialidad de cada dominic , constituye un problema, por tantao, que
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tiene sumo interés resolver.

Por estas razones, se propone como objetivo fundamental de
esta Memoria, realizar un estudio exhaustivo de la interaccién de lgs dis-
tintos dominios conformacionales de la Hl con el DNA; fundamentalmente las
regicnes globular y C-terminal de la molécula. Este estudio ss realizaré
desde varios puntos de vista; En primer lugar, aquellos aspectos estruc-
turales y conformacionales del DNA gue varian como consecuencia de la in-
teraccién, asi como los aspectos cinéticos de dichas modificaciones. En
segundo lugar, la estabilizacién térmica‘dgl DNA como consecuencia de la
formaci6n del complejo. EL ajuste teérico,segiin el modelo de McGhee(1976),
de las curvas de transicién térmica de los complejos mas simples, permiti-
rén, por otra parte, el célculo de parémetros fundamentales del complejo.
Este es un aspecto muy poco explorado en la actualidad, para el _caso de

complejos con histonas; y permite un nuevo enfoque del problema.

t.a mayoria de estos sstudios, 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 ternera y

del dfpteroc Ceratitis capitata. La Hl de este Gltimo posee peculiaridades

en su molécula que la hacen sumamente interesante; como es el hecho de po-
seer la capacidad de autoagregar mediante puentes disulfuro. También se
han extendido los anteriores estudios a los complejos formados con las dis
‘ tintas fracciones agregadas aisladas de Hl dsel insecto,y DNA. Con ello se
pretende conocer la posible implicacién de estas modificaciones en la es-

tructura de cromatina.

El-CDnjUntD de estos estudios, permitirén poseer un mayor
conacimiento 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 pagh
te, constituyen un intento de aproximacién tefrica al estudio de las curvas

de transicifn térmica, aungue en este caso dicho estudioc se ha limitado a

los casos m&s simples, por necesidades del modelo.
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2.1. AISLAMIENTO Y PURIFICACION DE _LAS PROTEINAS UTILIZADAS

2.1.1. Histonas Hl.

Los materiales biol6gicos utilizados fueron timo de ter-

nera y el diptero Ceratitis capitata. €1 timo de ternera fue cedido por

el Matadero Municipal de Madrid y congelado instantaneamente, tras su ex
traccién, en aire liquido y posteriormente utilizado en el momento o

guardado a -80°C hasta el momento de su utilizacién.

El diptero holometdbolo Ceratitis capitata fue cedido por

el Instituto de Investigaciones Agronémicas. Para su utilizacién leos in
sectos, en estado adulto farato, fueron lavados de toda posible contamina

cién procedente de la dieta.

El mé&todo utilizado en la obtencién de cromatina fue el
descrito por 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 cémara frigorifica y con

bario de hiela,

) El material intacto se homogeneiz6 en S voldmenes de disg
lucién de NaCl 0.14 M y citrato trisédice 0.01 M a pH = 7.5 en presencia
de PMSF 50 mM como inhibidor proteclitico. Se homogeneizé en un homoge-
neizador de aspas Omni-Mixer Sorvall durante 5 minutos. E1 homogeneizado
se filtrd a través de un colador de malla fina (equivalente a 4 capas de
gasa). E1l filtrado se centrifugé en un rotor angular GS-3 en centrifuga
Sorvall RC-5 a 1500 g durante 20 minutaos., E1 sedimento resultante se la
vd repetidas veces con una solucién de NaCl 0.14 M, tris 0.01 M a pH 7.5,
utilizando para homogsneizar la solucién 8l mismo sistema anteriormente
citado. El precipitado fue recogido por centrifugacién en el mismo rotor

duraniz 15 minutcs., E1 lavado se repitié hasta clarificar suficientemente

»
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el sobrenadante. El producto final de este procesc es cromatina cruda.

A partir de cromatina cruda las histonas Hl se obtuvie-

ron seglin el mé&todo descrito por Johns y Butler (1962).

Al sedimento de cromatina cruda se le anadié medip volumen
de PCA 5% (p/v) con respecto al peso inicial del material biolégico. Se
homogeneizé en las mismas condiciones descritas, E1 material insoluble
se separd por centrifugacién en los mismos rotor y centrifuga a 3000 g
durante 30 minutos. Seguidamente el sobrenadante ss clarificé a través

de placa de vidrio filtrante poroc n?2 4.

La histona Hl se precipitd del sobrenadante por adicién
de TCA 100% (p/v) hasta una concentracién final de 18% (p/v). Se recogié
por centrifugacidn en centrifuga Christ a 3000 rpm durante 40 minutos.
El precipitado se lavé de nuevo con TCA 18% (p/v) y después un lavade con
acetona-HCl 0,2% seguido de cuatro lavados m&s con acetona, proceso rea-
lizado en centrifuga de mesa. Los restos de acetona se eliminaron gase-

ando nitrdgeno y secando a vacio.

La posterior purificacién de esta histona se realizé por
cromatografia en CM-celulosa (Johns,1964) segin se describe a continua-
cién: Se empled carboximetil celulosa CM-52 Wathman dispuesta en una cg
lumna de 40 cm. de longitud y 1.9 em. de didmetro. El equilibrade de la
resina se reali2s con tampdn de &cido bSricec 7 mM, NaOH 3 mM a pH 9.0.
La elucidén de la muestra se llevd a cabo mediante un gradiente continug
y creciente de NaCl entre O y 1.0 M logradon con dos disloluciones de
300 ml, del tampdn antes citado. La muestra de proteima, 100 mg de his-
tona Hl cruda, se aplicéd disuelta en el primer tampdn a una concentracidn
de 5 mg/ml. Se recogiercn fracciones de 4 ml aproximadamente, empleando

un flujo cde unos 12 ml/hora.

Los resultados de la cromatografia se siguieron median:e

la medida de la absorbancia en el U.V. a 230 nm, en un espectrofotémetro
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Varian modelo 635, de las diversas fracciones. Las fracciones resultan=
tes a un mismo pico se reunieron y precipitaron con TCA 100% (p/v) hasta
una concentracién final del 18% y después se siguié el mismo procedimien

to de secado que para la extracidén de la histona Hl.cruda.

2.1.2. Obtencién de los TRCs.

Las fracciones resistentes a hidrdlisis triptice controla
da (TRC) de ambas histonas, se prepararon utilizando una modificacién del
método descrito por Hortman et al. (1977). Las histonas se disolvieron
en tampdn NaCl 1.0 My, fosfato s6dico 0.3 M a pH 8.0 y a una concentra-
ci6n de 10 mg/ml. A la disolucién de proteina se afiadid tripsina
(worthington), tratada con TPCK (1 tosilamido - 2 fenil - clorometilcetg
na}, inhibidor de la actividad quimotriptica en proporcién enzima/histona
de 1:1000 (p/p) y la solucidn se incubd a 22°C, durante 60 minutos para
la histona de timo y 90 minutos para la de insecto (Barbero, 1981). La
reaccidn se detuvo por adicién de inhibidor de soja cristalizado en rela
ci6n inhibidor/enzima de 2:1 (p/p). Seguidamente se afiadié TCA 100%
(p/v) hasta una cencentracién final de 18% (p/v},el precipitado resultan
te se centrifugd, se lavé y se sectH del mismo modo que el descrito en
2.1.1. para las histonas nativas. Por dltimo el precipitado final se sg
cd y se purificé por cromatografia en Sephadex BG-75 de acuerdo con Hart-

man et al.(1977).

2.1.3. Obtencién de los fragmentos CNBS.

Los fragmentos C-terminales obtenidos mediante tratamiento
con N-Bromosuccinimida de las histonas Hl (que se han denominado CNBS) se
obtuvieron siguiendo el método de Bustin y Cole (1969) y posterior frac- LN

cionamiento por cromatografia en Sephadex G-100 (Barbero,1921).

Las histonas se disolvieron en &cido acético 50% (v/v) a
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una concentracidn de 1.2 x 10“6 moles de proteina en B ml; a esta solu-
cién preparada recientemente de N-Bromosuccinimida 17.8 mg/ml en &cido
acético al 50% (v/v). La reaccitn fue seguida espectrofotometricamente
en un espectrofotémetro Cary modelo 118, para lu.cual se tomaron alicuo-
tas a diferentes tiempos de reaccién y se espectro se compard con el de
las alicuotas de una muestra control idéntica a la anterior, pern en la
que no se afadid proteina. Al cabo de tres horas, se realizf una segun-
da adicién, 12 x 10-6 moles, de una nueva solucidn idéntica de N-Bromo-
succinimida perparada en el momento. Después de cuatro horas de la segun
da adicién, la mezcla de reaccién se concentrd en un rotavapor a 3 ml pa-

ra la posterior separacién de los péptidos resultantes.

Para el fracciomamiento cromatogréfico, las mezclas de
reaccién se aplicaron en una columna de Sephadex G-100 (100 cm x 1.8 cm)
previa ente equilibrada con una solucién de HC1l 0.01 N. El material org

. teico se.aplicd .disuelto en el eluyente a-una concentracién de 24 -mg/ml.
La cromatografia se realizé a un flujo de 13 ml/hora, siendo de 3 ml ca-
da fraccidn recogida. La proteina se valoré en cada fracci6n por medida

de la absorbancia a 230 nm,

Las fracciones correspondientes al pico que esluye en segun
do lugar (que corresponde a la regién terminal de la histona Hl, tanto de
timo como de insecto; Barbero, 1981) se juntarcn y la proteina se preci-

pits, lavd y secd del misma mode gue se indica en 2.1.1,

2.1.4, Obtencién de los fragmentos CTB,

Los fragmentos correspondientes a la regién C-terminal de
la histona Hl, tanto de timo como de insecto (CTB), se obtuvieron median
te la hidrélisis con trombina de la histona nativa segin el método des-

crito por Chapman et al.(1976).
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Las muestras de histona se disolvizron en un tampén Tris-

HCl1 sg mM, CaCl, 2 mM, MgGl2 2 mM pH B.0 a una concentracién aproxinada

2
de 18 mg/ml. La trombina sélida (Sigma B850-1) se afadié a la disolucién
de histona (100 N.I.H. unidades por cada 100 mg de histona) y sa incubd

la mezcla de reaccién durante 4 horas a 379C en bafio de agua. A diferen
tes tiempos de incubacién se recogieron alicuotas que se sometisron a
electroforesis en geles de poloacrilamida, con 21 fin de observar las pg

sibles semejanzas y diferencias entre las digestiones con el enzima de

ambas histonas.

Después de las cuatro horas, la mezcla de reaccién se apli
€6 en una columna de carboximetilcelulesa (40 cm x 1.8 cm) y NaCl 1.0 M
en tampén fosfato S0 mM oH 6.8 tal y como se describe par Chapman et al.
(1975). Las fracciones resultantes se recogieron y valoraran igual jue
en los casos anteriores. Los picos gue eluyen entercer lugar se precipi

taron con igual tratamiento gue en el apartado 2.1.1.

2.1.5, Obtericién de las fracciones oxidadas de Hlcc.

La oxidacidén de histona Hlcc se 1llevé a cabo segin el me-
todo descrito por Marzluff et al.(1972) tal como se explica a continua-

cién,

) ta muestra de histona se disuelve en tampdn de Cloruro de
guanidinio 6 M, tris-HCl 0.3 M, pH B.3 en una concentracién aproximada de
10 mg/ml y se incuba durante dos horas, a 27°C en bafio termostatizado,
con agitacién constates Posteriormente se dializa exaustivamente frente
a agua (5 veces frente a un litro de agua, durante seis horas cada vez y
la Ultima frente a dos litros de 12 horas de duracién). Una vez dializa
do se precipita mediants TCA 100% (p/v) y s8 lava y seca como se indicé
en el apartsdo 2.1.1. El resutado, Mezcla de las distintas fracciones

oxidadas, se disolvié en la minima cantidad ds HCl 0.0l N y sz fracciond

»
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mediante cromatografia en Biocgel P-100 (Summer y Chalkley, 1974), equili
brado en el mismo medin. La cromatojrafia se realizé con un flujo de 6
ml/hora y tomando fracciones de 2.5 ml. Las distintas fracciones pertens
cientes a un mismo pico se juntaron y precipitaron con TCA siguiendo el

mismo proceso descrito en todos los apartados antsriores.

2,2, AISLAMIENTO DE DNA DE TIMO DE TERNERA

El material biolégico de partida ha sido timo de ternera

pars la extraccidén de DNA, obtenido como se dijo antericmmente.

El timo congelado se trocea y se homogeiniza sn 4 volume-=
nes de SSC (0.15 M NaCl y 0.015 M citrato tris6dico)filtrando postericr-
mente por un colador de malla fina y centrifugandc 10 minutos a 12000 x g.
Sobre el sedimento se repite tres veces esta operacién afiadiendo 4 volu-
manes de 0.14 M NaCl. El rendimiento de este proceso ss nlcleos de las
célulzs de timo. El sedimento se resuspende en 24 voldmenes de 0.14 M
NaCl y sd€ le afade el volumen necesario de SDS al 5% y se agita vigoro-
samente durantz 3 horas a temperatura ambiente. En este proceso les nd-
cleos se lisan por la accién del detergente, dejando lisre el material
nuclear. A continuecidn se procede a desproteinizar afiadiendo NaCl s6li
do hasta una cancentracién: final 1.0 M, Una vez disuslto se centrifuga
durante 2 horas a 30000 x g con lo cual se ssparan las proteimas gue prs
cipitan. Sobre el sobrenadante se afiade un volumen igual de etanol 96%
formando en lo posible dos fases., Posteriormente se recoge el DNA pre
cipitado por el etanol, haciendo girar una varilla, en forma de husao.

Se lava dos veces con etancl 96% frio dejé&ndolp secar sobre papel de fil-
tro. Con el fin de seguir desproteinizando sste DNA se deja hinchando
una noche en 14 voldmenes de IU-A M NaCl, facilitando la disolucién al

dia siguiente con un poter de holgura aproximada 0.2 mm. A continuacién



se le afiade SDS al 5% en etanol 50% y se repite todo el proceso anterior.
Esta (ltima operacién se hace dos veces si se guiere desproteinizar en
mayor grado el DNA., E1 DNA extraido de este Gltimo proceso se seca con
acetona sobre papel de filtro y se guarda seco en un frigorifico para su

pasterior caracterizacitn y utilizacién.

En muchosexperimentos se utilizé DNA fragmentado. Este
DNA de penuefio tamafio mulecular:(aproximadamente 400 pb)‘se obtubo a par
tir del DNAde gram tamafic mediante sonicado en EDTA 1 mM, fosfato 1 mM y
pH 7.0 con una concsntracién aprgximada de 0.25 mg/ml, se sometif a soni-
cado durante tres series de 30 sg espaciadas otres 30 sg, a una intensi-

dad de 14 microns. (Briten et als, 1974).

Esta solucidn de DNA sonicado resultante se utilizd direc

tamente en la formacién de los complejos.

2.3. FORMACION DE COMPLEJOS DONA-PROTEINA

2.3.1. Con DA de gran tamafo.

Debido a que la adicién directa de histona Hl a una diso-
lucién de DNA de gran tamafio, en las condiciones de concentracidn y fuer
za iénica requeridas en la presente memoria, provocan la precipitacién
del complejo; los complejos con este DNA se realizaron mediante el método

de diAlisis en gradientz lineal descrito por Carrol (1971).

L;s soluciones de DNA y proteina en tamp6n EDTA 1 mM fos-
fato sddico 1 mM, pH 7.0 a la concentracién y relacién requeridas para el
complejo se mezclaran en NaCl 2 M. Posteriormente esta mezcla se intro- "
dujo en una bolsa de didlisis y se procedié a su didlisis en gradiente
lineal mediante el sistema descrito en la figura 3. Las condiciores ini

cialss en cada recipiente detallade an la figura, fuernn siempre un litro

de tampSn EDTA 1 mM, fosfato sddico 1 mM, pH 7.0,con los siguientes grados
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Figura 3. Sistema utilizado para la diflisis en gradiente de los
complejos (Carrol, 1971)
Glz EDTA 1mM, fosfato sédico 1mM, NaCl o KF 10mM pH=7.0
Co: EDTA 1mM, fosfato sfdico 1mM, NaCl 0.5 M pH=7.0
C5: EDTA 1mM, fosfato sfdico 1mM, NaCl 1;0 M pH=7.0



de concentracién de sal : (1) NaCl 1 M, {2) NaCl 0.3 M, (3) NaCl o KF,
segin el caso, 10 wM. Por dltimo se dializé frents a dos litros del tam

pén citado, sin nada de sal, durante 12 horas.,

2.3.2. Caon ONA sonicadg.

Dado que el DNA sonicada no precipita al afadirle la his-
tona en las condiciones estudiadas, los complejos se realizarch mezclan—
do lentamentevlas soluciones de DNA y proteinas, pr=aviamente valoradas,
en las proporciones adecuadas segin el caso. Las soluciones de DNA han
tenido siempre la concentracién de 0.25 mg/ml y las de proteina valores

variables entre 0.4 y 0.2 mg/ml.

2.4, DIGESTION CON_NUCLEASA DE COMPLE.JOS H1-DNA

En los experimentos de digestién con nucleasa de DNA ss
utilizé nucleasa de micrococo de Sigma. El medio de digestidn utiliaado

fue Mgclz 1 mM, Cacl2 1 mM, fosfato sddico 2 mM, NaGCl 10 "M y pH 7.0.

El UNA se disolvié y sonict en ests medio siendo su concen
tracisn de 0.025 mg/ml. La proteina también se disolvib en el mismo me-
dio y su concentracién 0.18 mg/ml. Se formaron los complejos por adicién
directa a las relaciones reqgueridas y se dej:iron 24 hor:s a 4°C., La di-
gestién se realizé a 249C afadiando a cada complejo y al DNAcontrol una
solucidén de nucleasa de 104 mg/ml, hasta obtener una relacién enzima/DNA
de 0.01 (p/p) y siguiendo la cinética en el sspectrofotémetro DU-8 regis

trando un espectro cada 2 minutos.



2.5. TECNICAS ESPECTROSCOPICAS

2.5.1. Espectroscopia de absorcién.

Los espectros de absorcidn ée registraron en dos sspectrg
fotometros, segin los casos: en wun Cary modelo 118 y en Becknan modelo
DU-B, can accesorio de barrido de longitudes de onda. Los espectrpos de
DNA y complejos se rejistraron entre 350 y 330 nm, con rendija 0.5 mm y
velacidad de barrido de 0.4nm/sg. Se restd la dispersidn medida entre
350 y 315 nm, debido a la turbidez, en los casos en que esta se daha
(Donovarn, 1973). Los espectros de proteina se realizaran de igual modo

perc entre 350 y 205 nm.

La concentracidn de DNA se calculd por absorcidn a 258 nm

taomando E258 = 19.98, para una solucidn de 1 mg/ml en agua y 1 cm de paso
- éptico (Adber et al.; 1971). La concentricién de proteina se detérminﬁ
espectrofotométricamente en HCl 0.01 N a cuztro longitudzs de onda, 205,
- 1/1.42 pa

210, 215 y 225 nm tomando E___= 310; Epjyy = 205; E

205 225 ~ Ea1s
ra una solucién del 1% y 1 cm de paso éptico (Rarbero, 1231)
Para la realizacidn de las cinéticas seguidas por absorcidn
se utilizé el espectrofotdmetrao DU-8 con el accesorioc de cinéticas, Este
accesorio permite hacer medidas, a una longitud de onda fija, al variar

el tiempo, y a una temperatura fija determinoa.

2.5.2. Bicroisma circular.

Los espectros de dicroismo circular se llevarun a cabo en
un dicrografo Jobin-Yvon (Mark III). Se utilizaron células de lcm de pa
s0 Optico y los espectros se realizaron a una sensibilidad variaole, se-~
gtn los casgs, entre 5 x 108 y 5 x 1075 increments de absorbancia/mm.

La anciiura 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
2 . X .
x cm /dmol de resiriuo de DNA, calculadas a partir del espectro de acuerdo
con la ecuacién:
H x S x 342

(o) = —-———E—;—E——— X 3300 u.

donde H es la altura sn mm, S la sensibilidad, C la concentracién en

mg/ml y L el paso Gptico en cm,

Las cinéticas, registradas por dicreismo 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, DESNATURALIZACION TERMICA

Las curvas de desnaturalizacién térmica de DNA y complejos
se realizaron en un espectrofotémetro termostatizado Beckman modelo DU-8
con el accesorio de "Tm,s", y utilizando un sistema da seis cubetas de
0.34 ml, que permite registrar la curva de fusién de 5 muestras simulta-
neamente, afadiendo z=n la primera el blanco. Las curvas de transicidén se

realizaron subiendo la temperatura 10C cada das minutos y registrando la

absorcifn a 260 rmm, de modo automético a cada temperatura entre 40 y 1000C.

La rendija utilizada fue 0.5 mm. Los resultados se obtuvieron digitali-
' zados e impresos para su -osterior tratamiento. Ss representa hipercro-
micidad frente a temperatura y otras veces fraccidn de DNA desnaturaliza

do frente a temperatura.

»
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2.7, TECNICAS ANALITICAS

2.7.1. Electroforesis,

Las electroforesis se llevaron a cabo en geles de pali-
acrilamida al 15% convencionales, Para su preparaci6n y posterior desa-_

rrollo se siguif el procedimiento descrito por Panyim y Chalkley (1969).

La presencia de material protefco en los geles se detsc-
t6 por tefiido con una disolucién de Negro Amido al 0.5% (p/v) en Acido
acético 1 N, lavando después repetidas veces con agua destilada para
eliminar el colorante rno fijado especificamente a proteinas, Los geles

se acabaron de destefir electroforéticamente.

2.7.2. Andlisis de aminoidcidos.

La determinacién de la composicién de aminodcidos de las
diversas protefnas y péptidos se llev8 a cabo como se expone a continua

cién,

Primeramente se sometif el material proteico a una hidrg
lisis 4cida con HC1l azebtropo 5.& N, gque contenfa fenol al 0.1%, en una
concentracién de 1 mg/ml durante 24 hpras a 110°C. El proceso se reali-
26 en tubos Pirex cerradaos previamente a vacio. Una vez terminada la hi
dré6lisis, se abrif el tubo, se desec$ a vacioc sobre hidréxido sédico y
se dieron diversgs lavados con agua destilada hasta la total eliminacién
del &cido clorhfdrico. Con cada muestra se realizaron en todos los casos

un minimo de tres determinaciones.

A continuacifn se realizé una cromatografia de cambio de
ién del residuo seco del hidrolizado, en un analizador automitico de ami
nodcidos Durrum D-500 provisto de un computador PDP-8 M que automitica-

mente realiza todas las operaciones de acuerdo con un programa previamen
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te seleccionado.

'El residuo seco del hidrolizado se disolvi§ en tampfn ci
trato a pH 2.2, a una concentracifn de 1 mg/ml, antes de ser introduci-
do en €l analizador. El tiempo de duracién del anflisis fue de 80 minu-
tos y el proceso de elucién se realizé con disoluciones tampén de citra
to s6dico a valores de pH 3,25, 4,25, y 7.09. Finalizado el andlisis,
la resina se regenerd con lavados de NaOH 0.3 N conteniendo 0.25 g/l de

EDTA,

La composici6n de aminodcides en % molar se determind a

partir de los datos del an4lisis,

2.7.3. Cromatografia centrifugada en DEAE-celulosa.

Para controlar sl tamafio molecular medio del DNA utiliza
do en los complejos, se utilizé la cromatografia discontinua centrifuga
da en DEAE-celulosa, descrita por Davila et al (1965) y revisada por -
Mingot y DAvila (1974). Se resuspenden 0.5 g de DEAE-celulosa en 15 ml
de agua destilada y esta suspensifén se depositf en la parte superior ds
un tubo de centrifuga especialmente disefiado que consta de dos cémaras
(superior e inferior) separadas por una placa perforada, desmontables y
unidas entre sf por una rosca. Se centrifugé durante 2 minutos a la mi-
" nima Qelocidad. €l agua pas6 a la parte inferior de la cémara y se vol-
vif a resuépendar y centrifugar en las mismas condiciones. A continua -
cifn se pas6 a su través 10 ml de una disolucién de DNA en 0.1 x S5C a
una concentracién aproximada de 6 unidades de absorbancia y se centrifu
g6 durante dos minutos en las mismas condiciones. La centrifugacién acg
lera el proceso cromatogréfico, pero no es conveniente aplicar mucha ve
locidad ya que es necesario que se establezca perfectamente el equili -
brio para conseguir una buena resolucifn, y si se acelera excesivamente

la operacién é&ste aparece perturbado. Con esta operacifin el DNA gueda
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TABLA 1: Relacidn de los distintos eluyentes utilizados en la cromato -
grafia centrifugada en DEAE-celulosa, asi como el tamafia mole-
cular medio del DNA en cada eluido ( Mingot y Ddvila, 1g7a)\.

Fraccién Eluyente Tamario DNA

2 NaCl 0.14M, fosfato s6dica 0.0IM, pH 7.0 Nucle6tidos, oli-~
gonucleétidos

3 NaCl 0.50M, fosfato sfdico 0.01M, pH 7.0 Dligonuclestidos
hasta 1x106 paltons

a NaCl 1.0 M, fosfate sfidico D,0IM, pH 7.0 1 x 10% Daltons

5 NaCl 2.0 M, NHQDH g.2M 3 x 1(]s Daltons

6 NaCl 2.0 M, NHADH 0.4m 10 x 106 Daltons

6

7 NaCl 2.0 M, NHaUH 1.0M 20 x 10 Daltons

S . o B . ‘6 S

8 NaOH 1.0 M 50 x 10 Daltons

fijado a la DEAE-celulosa, de la cual se separd con respecto a sus dife-
rentes tamafios moleculares haciendo pasar sucesivos eluyentes, cuya cam-
posicién se expresa en la tabla I. La concentracifin de cada fraccin se

obtuvo midiendo la absorbancia a 260 nm,

2.7.4. An&lisis de BNA y proteina.

Para determinar la contaminacién en BNA y proteina en el
DNA obtenido se siguié el método de Schmith-Thanhauser descrito por Munro
y Fleck (1966). Este método se basa en las distintas condiciones de hi-

drélisis de RNA (b&sica) y DNA (4cida) junto com la precipitacién de los
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&cidos nucleicos macromoleculares en medio &cido, frente a la solubili-
dad en dicho medio de los nucleétidos y oligonucleétidos cortos de ambos

&cidos.

A 2 ml de la solucién de DNA a estudiar, gue debe de te-
ner, al menos, una concentracién de 1 mg/ml, se le afiade 1 ml de PCA 0.6N
frio, y se deja precipitar en bafio de hielo durante 15 minutos; posterior
mente se centrifuga en centrifuga de mesa y sobre el precipitado se afia
den 2 ml de PCA 0.2 N frio y sevrgpite la operacifin., Los dos sobrenadan-
tes juntos forman la fraccitn spluble en &cido y en ella se valora la -
protetina por el método de Lowry (Lowry et al 1951). El precipitado se_re
suspende en 2 ml de KOH 0.3 N y se incuba con agitaci6n 1 hora a 37°%.
Una vez enfriado en hielo, se afiaden 2 ml de PCA 0.6 N frio y se deja -
precipitar en hielo durante 30 minutos, posteriormente se centrifuga y
sobre sl precipitado se repite la operaci6n. £l sobrenadante de ambas -
operaciones, que es el ANA hidrolizada, 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 ariaden 2 ml de PCA 0.6 N frioc y se centrifuga de
nuevo. Los dos sobrenadantes, gue son el DNA hidrolizado, se juntan y se
mide la absarbancia a 260 nm. E1 tante por ciento de contaminacién de RNA

se calcula dividiendo la absorbancia de la fraccién BNA por la de la -

‘fraccién DNA y multiplicando por 100.

2.7.5. CAlculo de concentraci6n de DNA y proteina en compleijos.

Debido a que en los complejos formadgs mediante difilisis
se praoducen, sin duda, cambios en las concentraciones de DNA y proteina,
ha sido necesario calcular su concentracién una vez formadeos. Para ello
a una alicuota de la solucién del complejo se le afiade una solucién SDS

al 5% (p/v) hasta llevarlo al 0.1% (p/v). En estas condiciones la protef

»
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na se desprende del DNA y se valora é&ste por espectrofotometria , como
se indicé en el apartado 2.4.1. (Shih y Fasman, 1971), A otra alfcuota
se le afiade HCl hasta concentracién final HC1l 0.25 N, con el fin de pre-
cipitar cuantitativamente el DNA; posteriormente se centrifuga a 10.000
rpm en rotor angular S5-34 en una centrifuga Sorwall RC-5 durante 1 hora,
valorando la proteina del sotrenadante especirofotométricamente segin se

indicd en el apartado anteriormente citado.

2.8. TRATAMIENTO AUTOMATICO DE DATOS

2.8.1. Célcula de la hipercromicidad y curva derivada da las curvas de

dssnaturalizacidén térmica.

Dado quz los datos obtenidos experimentalmeante en las cur
vas de transicién nos relacioran la absorcién del complejo a cada tempe-
ratura, y con el fin de corregir las posibles diferencias en concentra-
cidén, se han transformado las absorbancias en hipercromicidad a cada
temperatura, segln la expresidn:

Azeo(T) - Axgol
A250(25DG)

25°¢)

HC(T) = x 100

donde HC es la hipercromicidad a la temperatura T, AZED(T) y AZEO(ZSUC)
la absaorbancia a 260 nm a cada temperatura y a 25°C, respectivaments.

De este modo las curvas de desnaturalizacién térmicas son comparables en
tre si, independientzmente de la concentrzcién de ONA en el compleja.
Otra transformacidn utilizada, altermativamentsz, ha sido normalizar las
hipercromicidades, resultandola fraccidn de DNA desnaturalizado en funcién
de T:

HC(T

7T - HC(100°C)

siendo F(T) 1la fraccién en tantos por uno, y HC(1009C) la hipercromicidad
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a la temperatura més alta (que puede variar entre 95 y 100°C, segin los

casos).

e
Con el fin de detectar com més exactitud las difersntes

transiciones témicas, se ha calculado en todos los casos la derivada de
latcurva de transicién, mediante un programa en BASIC utilizarido un pro-
cesador HP-85. El1 programa tiene como entrada los datos de absorcién y
temperatura y como salida hipercromicidad, fraccidén de DNA desnaturaliza
do y la derivada de ambas curvas, calculada segin el algoritmo cue se
describe a continuacién. Para calcular la derivada en un punto se toma
un intervalo de un ndmero impar (2n + 1) ds puntos, comruesto por el pun
to en cuestidn y los n anteriores y n postsriorss. Se ajusta la recta :
por regresién lineal mediante minimos cuadrados correspondientes a dicho
intervalo, y se toma como pendiente en el punto citado, la pendiente de
la recta ajustada. Oe =ste modo se procede iterativamentz a lo largo de
todos los puntos &e la curva de transicidn (exqepto los n primeros y n
Oltimos). El presente procedimiento tiene el fin de paliar en lo:posible
al ruido experimental, gue provocaria alteraciones puntuales de pendiente
en la curva de transicifn y cue darian una derivada en forma de sierra.
Este método serd tanto més correcto cuanto menor sea la diferencia entre
las temneraturas ccntiguas‘ Para los intervalos de temperaturas uszdas

(1°C), un ajuste con 5 puntos da unos resultados razoneblemente bueros.

2.8.2. Descomposicidn en gaussianas.

La descomposicién en gaussianes(de cuya importancia y ne-
cesidad se tratard en el apartado 3.5.] se realizé mediante el programa
de c&lculo MORDOR. E1 programa, escrito en FORTRAN I\WBMDP se ejacuté en
un ordensdor IBM 360-55I con sistema operativo 0%/360 (Del Centro de C&l
culp e la Universidad Complutense de Madrid). El programa de ajuste uti

liza 1la rutinaz 3R del paguete BMDP,de la biblioteca de programas de dicho
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Centro. Esta rutinma realiza el ajuste de regresién no linsal por minimos
cuadrados. ta curva derivada experimental fue ajustada a un conjunto de

gaussianas, de acuerdo con la ecuacibn:
N 2
DT =3 H, .EXP(-A, . (x-T,)7)
1ol i i i

de donde DT es la derivada tedrica, X la variable dependiente, es decir

la temperaturs,y Hi' Ai y Ti los parédmetros de la gaussiana i-&sima. El
progrzma de cdlculo prueba ajustes para N = 2 hasta N = 6, quedandose en
cada caso con el mejor ajuste segdn criterio de minimos cuadrados., Como
se indicard mas adelante, en =1 apartado 3.5., la seleccidn del ndmero de
gaussianas (N) dptino se hace post:riormente y atendiendo a otros crite=

rios.

Por Gltimo el resultado seleccionado fue procesado en un
microprocesador HP-85 mediante.un programa.en BASIC que calcula el 4red
de cada gaussiana y su contribucién al total en tantos parciento, dibujan

do postdriormente las distintas curvas y la curva suma de ellas.

2.8.3. Ajuste de las curvas cinéticas mediante exponenciales.

Les datos experimentales de las distintas cinétic:s reali
zades en la presente memoria fuercn procesados y ajustados mediante el

prcgrama de cé&lculo ABARDUSA.

Este programa de FCATRAN IV-BMDP es bdsicamente similar al
descrito en el apartado anterior y se ejecutd 2n el misme ordenador., En
el presente caso las curvas cinéticas se ajustaron a un conjunto de ex-
ponencieles, resultado de un conjunto de procesos cinétices de primer or

den, segin la siguiente expresién:
N K.,
y =5 A_: [], - e TNt . t)

i=1



R e R A

- 55 -

donde y e@s la funcilfn tedfrica a ajustar con la experimental ( cue serd
variacifn de elipticidad a una longitud de 'onda fija o cualcuier ctra
medida proporcional}; t es el tiempo, Ai es la contribucién de la fun-
cién a tiempo infinito del procése i-é&simo y Ki su constante cinética
aparente. En todos los casgs se han sjustado las cinéticas pars

N=1, 2, 3, y 4, seleccionandose en cade caso el mejor ajuste, como fun

cién de los pardmetros K, y Ai; por el mismg procedimiento <e minimas

i
cuadredons. Pgsteriormente el ndmero, N, de exponenciales (o procesos
cinéticos) se selecciont de acuerdo con los criterics que se expohdrén en

el apartado 3.3.

Por Gltimo, como en el ajuste de gaussianas, el ajuste se
leccionado se proces6 con un HP-85, para su dibujo y cdlculo de las con-

tribuciones relatives de cada proceso individual.

2.8.4, Ajuste te6rico de las curvas de transicién térmica:

Con el fin de determinar pardmetros interesantes en la
asociacifn ligando-DNA, se realizé el ajuste tefrico de las curvas de
transicién térmica, a partir del medelo de Ising (1925), utilizando la
aproximacién para cadenas de longitud infinita de funciones generatrices;
Debido a la distinta complejidad del m&todo para DNA libre y asociado a

ligando, el cdlculo realizado difiere en ambos casos.

2.8.4,1. ONA libre,

En este caso las funciones generatrices adoptan la siguien
te e iresién (McGhee, 1976):

a) Asgciada a secuencias con pares de bases en estructura helicoidel.

S
XS

+ sees =

2
oo S s S
T(x) = S t;|' = vmmem o [ ——] & —
i x X X
i=1

1
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Esta Gltima igualdad es cierta bajo las condiciones en que la seris es

convergente,

b) Para regiones en cadena estadistica.

v{x} = Dﬁ Vi - 4(1\2+ 1'.3+....= !
v \vw] v T -1

i=1

Tal como se vifi en el apartado 1.5.2. la funcifin de particién total del

DNA a una determinada temperatura viene dada por:

Z = x'\l‘
donde Xl es la ralz real mayor de la ecuacifn
-1 v(x)
X) =
0 oT(x) -1 =0
&me desarrollado conduce a la expresién
5 ‘1 :
O %% ket "0

€s decir
y3— y2 -sy+s-0s=0
conde y = X
Esta ecuacifin de tercer grado se resolvié mediante el algoritmo detalla
do en el Apéndice , denominéndose vy @ la raiz mayor.
El c4lculo de la fraccién helicoidal en el equilibrio, como ses vié en el

citado apartado, vendr& dado por la expresifin

F=_N__J_alnx _---—-—-]-—E'\’lr-I>< y Cuando N -—s 0O
M 9l1ln s aln s
es decir
3y (x)
Fa S GRSE ] 3s

x] @s - 7; ar(x)

9 x X=X7
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que resuelta da

1
f o= y2 —
1 - 1
2)’1()/1‘1)

L3
Como s es una constante de equilibrio ,su valor estard relacionado con

la temperatura por la expresifn:

AS2 AHg
s=Bpl—p— -7

donde R es la constante de los gases perfectos y T la temperatura abso-
luta, suponiendo que tanto AS52 como AHg son independientes de la tem
peratura. Esto es cierto pars A Sg, en cambio Gnicamente es una aproxi-

macifn vdlida para AHg en un intervalo pequerio de temperatura.

El ajuste numérico de las curvas tefricas asi abtenidas,
con las experimentales se realizf mediante el programa GENARA cue utili

Za la rutina 3R del paguete de programas BMOP, de ajuste no lineal,

Este programa tiene dos pertes: una primera que resuelve
la ecuacifn de tercer grado para cada temperatura y otra segunda gque, uti
lizando la rutina de ajuste ne lineal (3R) del paquete de programas BMOP
(biblioteca de programas del CCUM), calcula la mejor aproximacién por mi

nimos cuadrados entre las dos curvas, teérica y experimental:

2.8.4.2. DNA-1ligando,

En este caso, ademés de las funciones generatrices indi-
cadas en el apartado anterior, aparecen dos m&s como consecuencia de la
unién del ligando (McGhee, 1976):

a) Para secuencias de pares de bases en estado heliccidal asociadas a

ligando: 0o Ny nhH 2 »
= i .= S
ulx}) = = el Kp L+ x).KhL Cwp +

i=1

n 3 n
h . h
Sl ko] wl 4 .., . S Kat
X h h n "
Xh—v WhS KhL
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donde ny, es el nlmero de pares de bases ocupados por una molécula de 13
gando, K,es la constante intrinseca de asocciaciéin del ligando al DNA,

wy, es el factor de cooperatividad de asociacifn del ligando al DNA, y L
la actividad de ligando libre. El subindice "h" se refiere al estado hg

licoidal,
b) Para regiones de DNA en cadena estad{stica asociado a ligando:

2 3

‘ co
w4 Ke L K-~ L 21 Ke L
wix) = s |} =—C + wg|—=& + W [—E==] + ... =
ie1 x* V¢ v e v x"e
Ke L

=

‘/ ”C
X - Wg Kc L
donde el subindice "c" se refiere ahora al estado de cadena estadistica,

Ahora xy serd la mayor raiz real de la ecuacién:

-1 u v w
e S e VA
YOI =l ot su 4 W =0
ol ou v -1

En este caso la ecuacifin no se puede resoclver de modo ana
1ftico, teniendo gue calcular xy mediante aproximacién numérica a cada
temperatura. Este hecho impide la utilizacién de la rutina 3R dsl paque-
te BMDP, teniendo gue recurrir a un método alternativo. Pare ello se cons
truyé el programa SIGMUND, gue calcula el valor aproximado de la rafz m§
xima que anula el determinante, para calcular f a ceda temperatura, para
un conjunto determinado de los parémetros; una vez construida asi la cur
va de fusifn tebrica, se calcula la desviaciéin con los puntos experimen-
tales mediante la suma de diferencias (residuales) al cuadrado de cada
punto. Pcsteriormente se cambia el valor de los pardmetros y se repite
el proceso, calculando otra desviaciéin, El1 método seguido para generar

conjuntos de parédmetros, ha sido el de explorecifn exhaustiva, que consis
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te en fijar un intervalo de variaciéin de cada pardmetro y dividirle en
un némero entero de partes; y asi chequear todas las combinaciones posi

bles de valores de los pardmetros generadoss
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3. RESULTADOS Y DISCUSION
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3.1. MATERIALES UTILIZADOS

Las histonas Hl de timo de ternera y Ceratitis capitata

(H1tt y Hlec) fueron extraidas segin se indica en el apartado 2.1. En

la figura 4 se muestran las imAgenes electroforéticas de las dos histonas.
Hay que resaltar cue la histona Hl en este estado, gue llamaremos nativc,
presenta una ligera contribucién de histona agregada, que es la banda de
menor movilidad electroforética. Esta contribucidn podria tener signifi
cado in vivo o ser simplemente resultado de las condiciones oxidantes de
la electroforesis. En cualquier caso la contribuci6n de agregado es muy
pequefia. En la misma figura se muestran las imdgenes electroforéticas
de los fragmentos de histona H1 utilizados: regién resistente a tripsina
(TAC) y regi6n G-terminal obtenida mediante rotura con NBS (CN3S) y trom
bina (CTB) y posterior purificacién medlante cromatografia, tal como se
detalla en el apartado citado. Como se abserva en la figura se ohtienen
con gl necesario grado de pureza, En la tabla II se muestran los resul-
tados de andlisis de aminocdcidos de las muestrzs; completamente similar.
Por otra parte, a los cbtenidos previamente por Barbero (1981). Hay que
destacar la presencia de cisteina en la histona Hlcc que le permite forw
mar agregados por puentss disulfuro intermoleculares, tal y coma se co-

menté en la introduccién (Franco et al., 1977).

Por otro lado, como se indicé en la introduccién, el anéd-
lisis de aminodcidos de Hlcc refleja la contribucién correspondiente a
uno o dos restos de cisteina, es decir, qus existe una microheterogenei-
dad molecular, poseyendo una fracci6n dos residuos de cisteina per molécu
la, y otra, en cambio solamente una,.(Barbero, 1982, resultadcs no publi-
cados.} Al producir la agregacién en condiciones axidantes se obtienen
como productos finales monémercs con puentes disulfuros intramoleculares,

dimeros formsdos casi exclusivamente por la subfraccidn que dnicamente
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Figura 4. Electroforesis en geles de poliacrilamida de los
distintos materiales proteicos utilizados:
De timo de termera:(a) H1tt;(b) TRC;(c) cTB
(d) cnes.
De Ceratitis Capitata:(e) Hlcc;{f) TRC;{g) CTB
(n) cnBs.
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posee un residuoc de cisteinz por molécula, y plimeros de alto peso mole-
cular compuestos por ambas subfracciones. Estas subfraccionss se pueden
aislar por cromatografia en Biogel P-100 segin se indica en el apartado
2.1.5. En la figura 5 se muestra el perfil de elucién ds la cromgtugrg—
fia, Se distinguen tres fracciones mayoritarias, denominadas BGl, BG2,
y BG3. El an&lisis de aminoécidos e imégenes electroforéticas de(astés
fracciones se muestran en la tabla II y figura 6, respectivemente, en
comparacién con la histona nativa y oxidada antes de fraccionar. Agnqua
el andlisis de la tabla no muestra el contenido en cisteifna, un andlisis
de aminodcidos més reciente refleja, por carboximetilacién de la protef-
na, un contenido en cisteina correspondiente a dos cisteinas para BG3,

una para BG2 y entre una y dos para BGl {Barbero, resultados no publicados

El DNA de timo de ternera, extraido segin el método ds Kay
(1952) tal como se detalla en el apartado 2.2., se ha caracterizado median
te espectro de abscrciﬁn y curva de desnaturalizacién térmica. El conte
nido de ANA y prnteina se ha determinado por el métndo de Schmith-
Tannhauser (Munra y Fleck, 1966). La contaminacién méxima de RANA detsc-
tada ha sido del 2%, siendo del 0.5% la determinada para proteina. E1
tamafio medio del ONA extraido se ha calculado mediante cromatografia cen
trifugada en DEAE-calulosa, segln se detalla en el apartado 2.7.3. En
la figura 7 se muestra la contribucién de las distintas fracciones de slu
cién de la cromatografia para una muestra tipo del DNA extraido, El cal-

culo del tamafio moleculsr medio da, aproximadamente, 1.7 x 107 daltons.

Con 8l fin de determinar con mayor exactitud la transicién
térmica se ha calculado la curva derivada de la curva de transicién tér-
mica, segin se indica m&s adelantas en el apartado 3.5., y se ha descompu

o . la curva derivada en gaussianas (también se indicard mis adelante
como). La descomposicién en gaussianas de la derivada de la curva de

desnaturalizacién térmica del DNA obtenido, muestra la existencia de dos
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Figura 6. Electroforesis de los picos resultantes de la cromatogra
fta en Biogel-P100. (a) Hl nativa; (b} resultado de 1la

oxidacibn; (c) pico 8Gl; (d) pico BG2; (e) pico 8B3.
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Figura 7. Distribucién de tamafios moleculares del DNA de timo de ternera

utilizado, obtenida por cromatografia en DEAE-celulosa.
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Figura €. Curva derivada de la curva de transicién térmica de DNA, con
las dos gaussianas correspondientes a las dos transiciones

Fundamentales:
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transiciones fundamentales, tal como se observa en la figura 8. La pri
mera de ellas a 55°C, gue representa las dos terceras partes del total
del DMA, y el resto cue funde a 629C. Esta Gltima transicién posiblemen

te sea debida a la existencia de zonas ricas en G-C

3.2. ESTUDIOS ESTRUCTURALES DE LOS COMPLEJOS DNA-PROTEINA

3.2.1. DNA-Histona H1.

Cocmo se ha comentado ampliamente en la introduccién, la
asociacién de la histona H1 al DNA provoca una serie de cambios estructu
rales gque conducen & una variacién de propiedades fisicas; una de las
cuales, la actividad éptica, resulta especialmente llamativa. Por tanto
el DC parece una técnica adecuada para realizar estos estudios. Ccmo se

~vié, la histona Hl al unirse al DNA en determinadas. condiciones de con-
centracién, pH y fuerza iénica, modifica el espectro conservativo de DC
del DNA.(Fasman et al., 1970). Esta modificacién, que es del mismo tipo
cue la que presenta la cromatina nativa (Shib y Fasman, 1970) y na se ha
observado al hacer complejos con otras histonzs (Shih y Fasman, 1971;
Adler et al., 1974; Adler st al., 1975). A la estructura responszble de
este cambio sn el espectro se le ha demominado estructura PSI (Jordan et

al., 1972).

En primer lugar se ha realizado un estudio comparativo de
estos complejos utilizando H1tt y Hlcc nativas, Ura vez hecho esto se
pretendid observar cual seria el efecto de una modificacién estructural
en la molécula de Hl sobre la estructura del complejo. Ccon este fin se
utilizéd Hl nitrada, modificacién cue altera la estructura de la regién
globular de la molécula, tal como se indicé en la Introduccidn., Er este

primer ccnjunto de experimentos se utilizd ONA de alto tamafio molecular.
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Pcsteriormente fue precisc utilizar DNA sonicado, ya que a determinadas
relaciones proteina/DNA y en algunas de las condiciones especificadas

posteriormente, precipitaba el complejo.
3.2.1.1. Complejos con Hl nativa.

Los complejos se formarcon mediante didlisis , por el mé-
todo de Carrol (1971) (Ver apartado 2.3.1.) de la mezcla de proteina y
DNA a la relacién deseada en medio de elevada fuerza iénica (NaCl 2.0 M),
hasta llevarlo a la concentracién de sal dessada. Se utilizd DNA de timo
de ternera de gran tamafic molecular (1.7 x 107 Daltons) e histonas Hl de

timo de ternera y Ceratitis capitata, con fines comparativos. A la hora

de estudiar el complejo influyen tres factores fundamentalmente: cecncen
traci6n de DNA, relacién histona/DNA y fuerza ifnica. El1 pH influye, de
facto , pero en este caso se han realizado todos los complejos a pH 7.0.
La influencia de la cnncentraciéﬁ de ONA séio se ha estudiado en algunos
casos, ton el fin de establecer las condiciones donde se logra mejor la
induccién de estructura PSI. En la figura 9 se muestran los espectros de
OC de complejos DNA-Hlcc en KF 0.11M para r=0.2 (mg protefna/mg DNA), uti
lizando dos concentraciones distintas de DNA: 0.07 y 0.04 mg/ml. Como se
puede cbservar la concentracién de ONA es imbortanta a la hora de formar
se la estructura PSI. Mientras que para una concentracién de DNA de 0.07
mg/ml se llega, en estas condiciones, a inducir una contribucién conside
rable de estructura PSI (la elipticidad a 270 nm vale -5000), con la con
centracién 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 formadas con DNA 10”% (moles de fosfa-—
to) presentaban mucha menos capacidad de induccifn de estructura PSI que
los formados con DNA 10—3M (moles de fosfato). Este hecho se podria inter

pretar como la existencia de una fase de nucleacién previa a la formacitn
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Figura 9. Influencia de la concentracién de DNA en los espectros
de DC de complejos DNA-Hlcc para r=0.2 en EDTA 1mM, fos
fato sédico 1mM, KF 0.11M, pH 7.0: (1) DNA control;
(2) 0.05 mg/m1; (3) 0.07 mg/ml.
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de la estructura PSI, para lo cual la concentracién de DMNA es un factor

decisivo.

Por otro lade a concentraciones mds elevadas de DNA tiene
L]
lugar la precipitaci6n del complejo, en estas condiciornes, durants la
didlisis. Pecr tanto, habrd que buscar una concentracién de DNA ni muy

baja ni muy alta, para formar los complejos.

Las relaciones proteina/DNA ( r, en mg proteina/mg DNA)
utilizadas hen sido de 0.12 y 0.25 para Hlcc y 0.25 para Hltt. Se inten
t6 también r = 0.5 perpo se producia la precipitacién del complejo durante
la didlisis. En la figura 10 se muestran los espectros de DC de los com
plejos para distintas concentraciones de KF. Como puede observarse en
la figura 1l0-a que corrsesponde a Hlcc, para r = 0.12 no se produ;e indug
cién considerable de estructura PSI. Cuando r se au-enta a 0.25, resulta
una fuerte induccién de DNA-PSI., En estos aspectros (figura 10-b) hay
gue resaltar como a partir de KF 0.35 M empieza a desaparecerla contribu
cién de estructura psi como resultado de la parcial disociaciéfn del com-
plejo. Por Gltimo en la figura 10-c se muestran los resultados obtenidos
con Hltt. Como se ve el comportamiento es similar para ambas histonas,
si bien parece ser cue esta histona comienza a discciarse a concentracig
nes de KF ligeramente superiores (0.40 M). Como se puede deducir de estos
resultados, se& va gque la fuerza ifnica juega un papel muy importante en
-1la induccidn de estructura PSI, Este comportamientoc detectado por Jordan
et a1.,(1972 con polimeros sintéticos, coincidse con lo observado por Fas
man et al., (1970) para Hltt. Por otro lado r es decisive, de modo que por
deba jo de un cierto IMmits no se logra inducir estructura PSI. Por dltimo
hay que resaltar la semejanza de ambas histonas al inducir estructura PSI

en el DNA, en aestas condiciones,
»

Debido a la dificultad experimental en la formacién de com
plejos con DNA de gran tamafio molecudlar se pensé en la posibilidad de re

ducir el tamafio con el fin de evitar la precipitacién {que generalmente
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se produce por entrecruzamiento), dentro de los limites en cue se sigan
conservando las demds propiedades fisicas de un DNA de gran tamafio, Como
se detalld en el apartado 2.2., al sonicar el DONA se producen fragmentos
de un tamafio medio aproximado de 400 pb. La utilizacién de DNA sonicado
permite formar los complejos por adicién directa de la solucién de pro-
teina a la solucién de DNA; de esta forma la determinacién de las concen
traciones de DNA y proteina es mucho més fiable. Por otro lado se lecgran
mayores relaciones histona/DNA. En la Introduccién se comenté ampliamen
te como Cole et al.(1977) formaron complejos con Hl y DNA de tamafio corto
y observaron por micrografia electrénica la presencia de estructuras de
forma toroidal en preparados de complejos de DNA-H1 {en determinadas
condiciones de concentracién y fuerza iénica). Estas estructuras ng han
sido detectadas en complejos de DNA de gran tamario molecular., Por tanto
parece interesante estudiar este fendmeno seguido por DC. Por dltimo,
hay que hacer la cornsideracién de que al disminuir el tamafio del DNA,
aunque nos alejemos del modelo de cromatina, posiblemente potenciaremos
la capacidad que tieme la histona Hl de inducir estructura. PSI en el
DNA; de esta capacidad podremos deducir propiedades cue pueden ser impor

tantes a nivel de cromatina.

En el presente estudio, con DNA sonicado, algunas varia-
bles menos interesantes se han mantenido constantes, escogiendose el va-
lor mis adecuado. Asi, 1la conc?ntracién de DNA ha sidao siempre de 0.018
ﬁg/ml. ‘Como se puede comparar con los resultados vistos anteriormente,
la concentracién de DNA es sensiblemente inferior; pese a ello, el efecto
detectado en OC es muchisimo mds notorio, como se verd a continuacién.
Los complejos se han formado en EDTA 1 mM, fosfato 1 mM, NaCl 0.14 M y
pH = 7. La presencia del EDTA se justifica para impedir la digestién del
DNA por contaminacién de nucleasas que pudieran permanecer en los prepa- »

rados, durante las incubaciones de 24 horas a temreratura ambiente. E1

pardmetroc considerado como variable en este estudio ha sido la relacién
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proteina/DNA, r. La seleccién de este pardmetro como varianle ha sido
porque, como se vid anteriormente, es el parédmetro m&s determinants de

la induccién de estructura PSI.

En 1la figura 11 se ruestran los espectros de DC para com-
plejos DNA-H1tt realizados a 1 hora y 24 horas de sufarmacién. En ambos
casgs se muestran las relaciones r = 0 (control), 0.1, 0.2, 0.3 y 0.4;
relaciones superipres presentaban cierto grado de turbidez, ccmo rasulti
do de la precipitacién del DNA, E1 primer hecho relevante es la contri-
bucién de elipticidad negativa a 265-270 nm gue varia muchisimo de unos
complejos a aotros, llegando a ser del grden de -200.000 u. Hay que re-
saltar que los mdximos valores obtenidos por Fasman et al. (1970) fueron
de-160.000 u, y esto para r = 3.0 moles aminodcido/moles fosfato, que
equivaldrizn a aproximedamente 9 mg proteina/mg DNA. Tampoco Jordan et
al.{1972) con polimeros sintéticos lograron contribuciones tan grandes.
Y, por dltimo, los valore; méximqs‘qug se.mostrarnn anteriormente con
‘DNA ﬁe-gfan‘tﬁmaﬁo fueron de -18.000 u. Por tanto el resultado aobservado
con DNA sonicedo es sumamente llamativo. Por otro lado hay que destacar
la aparicién, como se ve en el recuadro de la figura 11, de una contribu
cién de elipticidad positive, de aproximadamente 9000 u, en la zona del
UV més préximo (290-310 nm) que aparentemente se& va corrierdo hacia el
rojo al ir aumentando r y gue llege a desaparecer para r = 0.4, Este re
sultado podria serdebido no a un corrimiento hacia el rojo de una banda
real, sino a la aparicién de una banda de elipticidad positiva sobre los
290 nm cue va siendog ocultada por la gran banda negativa de los 270 nm,
llegando a una situacibn de compromiso para r = 0.3, cuando la contribu-
cién negativa no ha alcznzado adn su méxima expresién. Si recordamos la
figura 10 (b y c) de espectros de DC de DNA sin sonicar,vemos que, aun
que menos, también se detecta este pseudocorrimiento hacia el rojos, Por
tanto cabria pensar gqus la estructura PSI produce en DC al menos dos con

tribuciones, una positiva yotra negativa, siendo esta dltima muy pronun-
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ciada, sobre todo para complejos con DNA corto. Al comparar las figuras
1l-a y 11-b se ve que existen diferencias en los complejns 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,
das tipos de procesas: unog rédpido, que modifica sﬁstancialmente el espec
tro conservativo del DNA, y otro lento, que s de menos magnitud pero que
presenta 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 (m&ximos y minimos) de DG, asi como la longitud de onda donde se
producen. Como se puede ver la banda de elepticidad negativa a 265 mm
llega a valer -230.000 u @ 1 hora y para r = 0.4. Un hecho de resaltar
es la disminucién de esta contribucién a las 24 horas, junto con el des-

plazamienta al rojo de 8 nm.

Este hecho, de nuevo, no cuerria decir gue con el tiempo
se pierda la estructura gue produce esa banda negativa, sino gue podria
Justificarse como la aparicidén con el cambio lento, de otra estructura
cuya contribucién a 235-238 nm fuera positiva. Este proceso daria como
resultado la disminuci6n de elipticidad negativa a 255 nm y el corrimien

to hacia el rojo del minimao.

El mismo estudio se ha realizado con complejos DNA-Hlcc
para comprobar si, en estas condiciones, existe alguna difsrencia notoria
sntre los complejos de ambas proteinmas. En lz figura 12 se muestran los
espectros de DC y en la tabla IV los datos numéricos. Como puesde verse
los resultados son cualitativamente semejantes, si »ien cabe resaltar al
gunas diferencias cuantitativas. Los complejos para r = 0.1, 0.2 y 0.3
presentan una mayor contribucién de estructura PSI que sus homdlogos de
Hltt.Sin embargo para r= 0.4 la contribucién de Hlcc es menor. Estas di
feremcias, dada la magnitud de las bandas de DC, pueden prefectamentse, en
marcarse dentro del error experimental. Ccmo ya se comentd anteriormznte

la contribucién al DC de la estrucutura PST es de tal magnitud, cue varia

»
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ciones insignificantes en cualouiera de los parédmetros (r, fuerza i6nica
concantraciﬁn) podrian producir alteraclongs notables del espectro, Por
tanto las diferencias no podrian significar una interaccién diferente en

tre ambos complejos.

Come se dijo en la Thtroduccién, el descenso de sliptici-
ded en cromatina a 270 nm podria deberse a una pequefa contribucién de
estructura PSI... De acuerdo con los resultados de Sipski y Wagner (1977)
la contribucién tan particular al DC de la estructura PSI podria debsrse
a zonas de DNA en doble hélice dispuestas en paralelo. Segin este crite
rio, es de esperar que el efecto observado en DNA de pecusfio tamafio ses
debido a un mayor empaquetamiento del DNA en haces paralelos que el ab-
servado por Sipski y Wagner en cromatina reducida de esperma de caballo.
Si este resultado se complementa con las observaciones al microscopio

electrénico de Cole et al. (1977), cabria pensar en la estructura de for

ma toroidal donde el ONA es forzado por 1la histona a enrollarse en haces

paraleios a todo lo largo del toroide. €Esta disposicién justificarfa el
hecho de que con DNAde gran tamafio no se induzca tanta contribucién de
estructura PSI. E1l gran tamafio del DNA dificultaria la disposicién toroi
dal. Ahora bien, aungue poco, si se da algo de contribucién de estructu
ra PSI, por tanto cabria esperar que si no todo, naturalmente, s{ una
pecuefia parte del DNA es obligada por la histona a adoptar una situacién
en la cual la doble hélice discurra un trecho en haces paralelos Por otra’
parte, como ya se ha discutido anteriormente, dada la gran magnitud en DC
cue esta estructura representa, seria pequefifsimo el porcentaje de la
misma necesario para justificar las dzsviacilones de los espectros de 0C
de la cromatina nativa con respectoc al DNA conservativo. En la figura

13 se muestra esta contribucién a la estructura PSI de la cromatina nati
vareflejada en DC, junto con la misma contribucién de complzjos DNA soni
cado-Hl, Como se ve, la diferencia es notoria. Por dltimp abundar en lo

ya dicho en la Introducecién acerca de que el descenso en elipticidad a
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Figura 13. Comparaciéin de los espectros de DC del complejo DNA soni
cado-Hltt en EDTA 1 mM, fosfato 1mM, NaCl 0,14W, pH=7:0
y r=0,4 (1), con la contribucién de estructura PSI en crg

matina nativa (2), (Shih y Fasman, 1970).
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la savor relacién (r = 0.5, -ue es el doble cuz en los complejes citadns)
de protefina/DMA, y ro 2n un2 mayor capacidad intrinseca de la histona
nitrada de formar estructura PSI. Este date wendris a corrcborar lo va
expussto en el apartado anterior en el sentide de cue la relacidn histonz/

DMA =5 el parimetrn m’s im ortarte a la hora de fornar la =structura PST.

De estos resultados se puede deducir cue no existen, =n
primer lugaer, grandes diferenciss en el comportamiento de los complejos
ce mbas histonas. Considerese que las diferencias en los esgsectros se
deben @& la diferencia real en concentracidén de DNA de los cuztro complejos,
comn se indica en el pie de la figura 14, Por otro lodo 13 comoaracidn
de estos resultadns con los obteridos para complejos con histon2s natives
lleva a concluir que no existen diferencias importantes por el hecho de

modificar 1. regién globular de la mclécula de histona.

Este resultado no =stl en total desacusrds cun los obser-

vados por Adler =t al.(1971) en complejos con Hl fosforilacds v p-r

Jurnotte et al. (1973) con histona maleilada, ya quo
(rue afectz a los residuos de sarina) y sobre todo la maleilacién (cus

afecty 2 lisinas) modifican sobr: todo la recidn C-terminal de Ja molécu
la, mientras -ue la nitracifsn afecta, como 32 ha dichka, exclusivarente a

la regidén globular de la histona.

3.2.1.3.. Digestidn tripticz del complejo.

Dado el alto ccnt:nido er residuos bésico=, fundamentalmentz
lisinn, de la regién C-terminal de la historma H1 {ver tabla II), a hidrj3
lisis triptica de 1z histon: se produce ccn relativa facilidad, 20n en
condiciones estructurantzs (Hzrtman et al, 1277; Barbero =t al, 12e0) =2m

pezandn par esta regidn de la mol&cula; -or tanto =n sstas condicicnes,re

diarte hidrélisis tripticz controladu (relaciédn =nzim:/tistona de 1/1000)

]

22 nucte notener un pépticdo resistnent2 a la hidrdlisis cdururte sl menns
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Figura 14. Espectros de DC de complejos de DNA-H1 modificada por ni
tracién para r= 0.5. (1) DNA control en EDTA 1mM, fosfa-—
to s6dico 1mM, KF 0.15 M, pH 7.0; (2) DNA-Hltt concentra
cifn de DNA 0,015 mg/ml; (3) DNA-Hltt concentracifin de
DNA 0.030 mg/ml; (4) DNA-Hlec concentracién de DNA 0.015
mg/ml; (5) DNA-Hlec concentracifn de DNA 0.030 mg/ml.



las dos primeras horas; como muestran los resultados obtenidos por los
autores antes citados. Ests péptido corresponde a la regién globular de

la molécula, y a tiempos mayores de hidrdlisis es hidrolizado también .

. _Cort el fin de proceder a la hidrflisis triptica de complg
Jos DNA-HL en estructura PSI, ses procedis a la formacién de comple jos
DNA-Hlcc en Kﬁ 0.30 M, r = 0.25, pare una concentracién de DNA de 0.08
mg/ml y el resto de las mismas condiciones experimentales ‘gque ss 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 sste complejo comparado con
el de DNA (curva 1). Se procedif a la hidrSlisis triptica afiadiendo trip
sina en relacién 1/1000 y se incubd a temperatura ambiente durante una
hora. Con el fin de seguir el transcurso de la hidrélisis se sacaron
alicuotas del medio de hidrélisis a distintes tiempos y una vez parada
la digestién se procedi$ a hacer la elactrforesis en urea del contenido
en protefna de estas alicuotas, La figura 16 muestra las ;mégenés slec
troforéticas para distintos tiempos de digestién. Como puede observarse
a 2 horas de digestidn todavia existe uma contribucién importante de p&p
tido resistente a la hidrélisis. La curva 3 de la figura 15 muestra el
' espactro de DC del complejo al cabo de 1 hora de digestién. Como puede
verse, al comparar .con la imagen electroferitica del contenido en protei
na a una hora de digestién, pese a que la contribucidn de TRC en este pun
to es muy grande, el espectro de DC muestra la pérdida casi total de la es
tructura PSI del complejp. Este rasultado lleva a deducir la importancia
de la regién C-terminal de la molécula en el mantenimiento de la estructy

ra PSI,

Coma sa ha ido viendo a lo larqge de todo este apartado,

las histonas Hl tanto de timo de termera como de Ceratitis capitata po-

seen, en cisrtas condiciones, la capacidad de alterar sensiblemente la es
tructura del DNA y esto va reflejado en los aespectros de DC. Por otro

lado, la modificacién de la regién globular de la molécula no parece afec
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Figura 15. Digestién trfptica del complejo ONA-Hlcc r. 0.25 en EDTA lmM,
fosfato sfdico 1mM, KF 0.30 M, pH 7.0 y concentracifn de DNA
0.08 mg/ml; espectros de DC: (1) DNA control; (2) complejo an

tes de comenzar la digestién; (3) complejo después de 1 hora
de digestién,
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Figura 16. Electroforesis en geles de poliacrilamida de la diges

tifin con tripsina del complejo DNA-Hlcc a diferentes
tiempos (min): (a) 0; (b) 6; (c) 35; (d) 60; (&) 120.
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tar a la formacién de estz estructura; mientras que la regién C-terminal
es completamente necesaria. S= plantea, pues, el problemi de si serd
capaz la regidn C-terminal aislada de formar estructura PSI con el DNA,

o quizd sea necesaria la presencia de la molécula completa. Para poder
determinar estos interrogantes se procedid a Form;f complejos con las dis

tintas regiones aisladas de la mclécula de Hl.

3.2.2. Complejos DNA-daominios estructurales de la histona Hl.

De los tres dominios estructurales descrites en la histona
Hl (Hartman et al., 1977; Barbero et al.,1980; Barbero, 1981) la regién
N-terminal es la Gnica que no ha sido aislada por la falta de un punto
de rotura especifica que rinda esta regiéin. Por tanto 2l presente estudio
se ha realizado sdlo con las regionzs C-terminal y globular, Dado que es
con DNA sonicado con el que se ha observado mayor efecto en DOC (apartado

©3.2.1.1.), los complejos se han formado con este DNA.

3.2.2.1. Complejos con la regifin C~terminal

Se han utilizado para este estudioc dos tipos de fragmentas
gue contienen la regidn C-terminal, obtenidos mediante rotura con NBS
(que llsmaremas CNBS) y con trombina (GT8), respectivamente (ver el apar
tado 3.1.). Como se dijo en la introduccién (ver figura 1), el fragmen-
to CN8S (residuos 72-216) contiene parte de la zona globular de la molé-—
cula, residuas 72 al 120 (Cole, 1977), mientir=s que 21 obtenido can trom
bina (residuos 120-216) representa exclusivamente la regi6n C—terminal

(Barbera, 1981).

Las condiciones experimentales han sido las mismas que las
utilizadas con la molécula intacta, con el fin de poder comparsr los re-
sultados {apartado 3.2.1.1.). Puesto que la estructura PSI inducida en

el DNA =s similar tanto para Hltt como para Hicc, 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 1B se muestran los espectros de DC de los complejos
formados can CNBS y CTB, respectivamente, en ambos casos a 1 hora y 24
horas de su Formacién, para distintas relaciones histona/bNA (r =0, 0.1,
0.2, 0.3 y 0.4). Las tablas V' y VI contienen el resymen de los datds numé

ricos ( mé&ximos y minimos) de las espectros de D.C.

Como se puede deducir de la comparacién de estos resulta-
dos con los obtenidos con la molécula intacta, la induccién de estructura
PSI en complejos con estos fragmentos C-terminales es también muy llama-
tiva, llegdndose a superar los valores de elipticidad obtenidos en com-
lejos con la histona nativa {el minimo a 270 nm llega a alcanzar
-360.000 u). Si comparamos la induccifm de estructura PSI de ambos frag
mentos C-terminales se abserva que es del mismo orden, no notandose dife

rencias relevantes.

Ya se comenté en la ihtroduccién que al intercalar residugs
hidrofébicos en poli-lisina se potenciaba su capacidad de induccién de es
tructura PSI (Ong et al., 1976; Mandel y Fasman, 1975). Coma también se
dijo entonces la parte C-terminal de la molécula de Hl posze secuencias
repetitivas del tipo Prol-trys-lys-Pro y Pro-lys-lys-Ala, y adn cuando
no existen experimentos con polimeros de esta naturaleza es de esperar
que la gran papacidad de induccién de estructura PSI de la parte C~termi

nal de la molécula de Hl tenga una causa semejante.

tos resultados anteriores pucsden estar relacionados con
las observaciones en microscopia electrénica realizadas por Suan [Comuni
cacién personal} sobre dichos complejos en las mismas condiziones. En
dichas microfotografias se obsevan, de nuevo, la farmacitn de las estrugc
turas en forma toroidal, gue aumentan de tamano al aumentar la relacién
histona/DNA. Ademds, se observa también un entretejido de DNA gque cubre

com uta malla las zonas entre los toroides; guizd esta fraccién de DNA

»
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sea la responsable de alguna de las bandas observadzs en DC o bien de al

guno de los procesos cinéticos.

Con el fin de comparar de forma més precisz la capacidad
de induccibén de estructura PS?ée las fracciones G-terminales y de la his
tona Hl, se ha representade en la figura 19 el valor de la elipticidad a
270 rm frente a r. En ella: se puede apreciar el orden creciente de capa
cidad de induccifin de estructura PSI: primero CTB, después CNBS y por 4l
timo Hltt, Como se habia dicho antes, el comportamiento cualitative es
semejante para los tres complejos., Por otra parte se observa un efecto

cooperative en la induccidn de estructura PSI caon la variacidn de r.

Para comprobar el grada de contribucién de la proteina en
la regién del WV lejano, se formaron complejos para la relacién r =0.4,
en las mismas condiciones antes dichas pero variando el orden de adicién
de la proteina y del NaCl, . Los espectros de DC se muestran en la

. figura. 20. Comoc se observa, la contribuciﬁn~de1»cumpléjo sin~NaCl~(curva
l) en la zona referida del espectro es despreciable frente a la contribu
cidn del complejo en NaCl 0.14 M, es decir formando estructura PSI, Este
resultado parece demostrar que el descensp de elipticidad detectsdo en 1la
regién del UV lejano, en los complejos an estructura PSI, no es debido a

la contribucidn de la proteina, sino resultado de la citada estructura.

De todos estos resultados puede deducirse que la regién
C-terminal de la molécula, no sdlo es capaz de inducir estructura PSI en

el DNA, como la molécula entera, sino cue este =fectn se ve potenciado.

3.2.2.2. Complejos con la regidén globular.

La regién globular (TRC) ha sido aislada como fragmento re
sistente a hidrélisis triptica controlads (apartado 2.1.2.). Los comple
jos se realzaron en las mismzs condiciones cue las anteriores, excepto gque

se han aumentadg las valores de r de forma considerable: 0, 1.0, 2.0, 3.0
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Figura 19. Variaciéfn de la elipticidad a 270 nm en funcién de r,
para los diferentes complejos a las 24 horas de su

formacién: (e) Hitt; (o) cnBS; (m) CTB.

»



a6

*upToBWIny hs Bp BAOY T ® ‘sepessep muﬂCOﬁ B2J9N4 Bp SSUCTOIPUOD SBT UB BUL3)
Bad A YNQ Bp SBUOTONTOS SBY JB[OZOW B opewioy ofeTdwod () f1es sp ugroppe aotasjsod
A epenoepe upToeTBJd BT UB BUIE30ad A YNQ Bp SBuDTONTOS sel JeTozsw Te opeuwioy ofaid

-uwoo (2) ftoazuod yng (1) °tw/Bw 810°0 wNO &@p ugToBIjueoUDD A 0°¢ HA ‘APT'OD TOSN ‘Awl

03BJ5D4 ‘Wwl yi103 us ‘p°0 =1 SENJ-YNGQ solafdwod ep 7Q ®p s0X308dse 60T 8p UDTOBARCHWO) °*Dg BAnbId

(wu) epuo ap pnyibuoy-

Ole 06¢ 0OLCc - 08T 0 1]¥4
v ) A 1 1

L

O1xig1l




y 4.0. La figura 21 muestra los espectros de DC del complejo r=0;a en com

paracifn con el DNA; Como puede apreciarse la variacién es muy pequeﬁa;
pese a la gran cantidad de pruteina: L.a variacién existente en la zona
del W lejano puede deberse simplemente a la contribucién de la proteina
en esa zona. De estos resultados se puede deducir que la regién globular
de la histona H1 no induce estructura PSI, si bien no impide que se for-
me, en absoluto, cuando forma parte de la molécula de histona., Este re-
sultado estd4 de acuerdo con los resultados de digestifn triptica detalla
dosen el apartado 3.2.1.3, donde la estructura PSI desaparecia, aun per-—

maneciendo sin digerir la zona globular;

Como se ha ido viends a lo largo de los dos Gltimos apar-
tados, la capacidad de induccién de estructura PSI reside en la regién
C~-terminal, siendo nula la contribucién de la regién globular. También
se ha visto que la regién C-terminal produce una mayor contribucién que
la histona nativa; Este resultado no es de extrafar ya que, como se co -
mentd en la introduccién, la parte GC-terminal de la molécula de Hl es sin
duda la m&s b&sica y, por tanto, la que m&s fuertemente interacciona con
el ONA (Bradbury st al,1975). Dicha regién posee, como se dijo, un alto
contenido en secuencias repetitivas de Pro-Lys-Lys-Pro y Pro-Lys-lLys-Ala
(Cole, 1977). Aunque es dé esperar que la Hlcc también presente una com
posicién similar, sin embargo posiblements sea menos b&sica, ya que la
molécula posee menor proporcién de lisinas (Franco et al, 1974). Este hg
cho podria sxplicar las ligeras diferencias observadas en cuanto a la in

teraccibtn de Hltt y Hlcc.

E1l hecho de que la histona induzca menos estructura PSI
podria deberse a que a una misma relacién (i.e, r=0.4) en realidad exis-
te menos cantidad de regién C-terminal que en el complejo, a la misma re
laci6n, de esta regién aislada. Pero también podria deberse a que la re-

gién glebular limitara, de algtin modo, la accién de la regién C-terminal,

»
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Figura 21; Espectros de OC del complejo DNA-TRC de H1 de timo de
termmera, r= 4.0 en EDTA 1mM, fosfato 1mM, NaCl 0.14 M
pH 7.0 y concentracifn de DNA 0.018 mg/ml: (1) DNA con
trol; (2) complejo.



en el caso de la mol&cula entera, Se podria considerar sl valor de elip-
ticidadl a 265 del complejo DNA-CTB a r=0.4, gue es -360000 u, como sl
100% de estructura PSI que se podria lograr en estas condiciones (es de-
cir, siendo toda la protefna regién C-terminal); dado que la regién glo-
bular supone un 39% de la molécula de histona, la contribucién relativa
que restarfa a la molécula seria de -122400 u a 265 nm, Entonces si se
cortige la contribucién de la molécule entera, que es -200000 u, con as-
ta cantidad resultaria una banda a 265 de -322400 u, Como se ve este re-
sultado estarfa lejos aun de alcanzar los -360000 u, por tanto cabria -
pensar en que la regién globular no s6lo no favorece la accién de la re-
gi6n C~terminal en la molécula intacta, sino que la dificulta; aunque,
vso sf, este sfecto serfa mucho menor del que parece a simple vista;Abug
dando en este hecho seria interssante comprobar si los radios de persis-
tencia de las formas toroidales dal ONA en pressncia de Hl son iguales o
distintas que con la regién C-terminal, pues asi se podria camprobar has
ta que punto afecta la presencia de la regién globular en la sstructura

del complejo.

3.2,3. Complejos DNA-agregados_de Hlcec.

Ya se dijo en el apartade 3.1. que la histona Hl de Cera-
titis capitata tiene uno o dos restos de cisteina en la cadena (Franco et
al, 1977]. propiedad gque les permite formar, en condiciones de oxidaciﬁn;
diversos agrsgados, que eluyen en Biogel P-100 en tres fracciones princi
palmente que denominaremos BGl, BG2, y BG3. Como ya se comenté anterior-
mente se tratan del mondmerﬁ (con puente disulfuro intracatenario); el
dimero y el multimero. Podria resultar interssante estudiar como influye
la agregacién en la capacidad de unirse estas protainas al DNA§ porgue
bien popdria ser un mecanismo gque tuviera cierta importancia "in vivo" (a

nivel de regulacifn de la transcripcién o alguna gue otra funcifin cromo-
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somal]. Puesto gue una de las propiedades mids interesantes de la histo-
na Hl es la de inducir estructura PSI en el DNA puede plantearse la pre
gunta de si la bhistona oxidada conservard o no esta capacidad estructu-

ral.

En las figuras 22,23, y 24 se muestran los espectros de
DC de los complejos con BGl, BG2, y BGS, respectivamente, a 1 hora y 24
horas de su formacién. En lastablas VII; VIIT y IX se resumen los datos
numéricos m&s relevantes de los espectros, Como puede deducirse de nuevo,
el comportamiento sblo difiere del de la Hlcc qativa en el aspecto cuan-
titativo; en este sentido la histona oxidada, en general, tendria menor
capacidad de inducir estructura PSI, aungue poco menor. Si comparamos en
tre si la capacidad de formar estructura PSI de las tres fracciones oxi
dadas podemos deducir gue la gue més se asemeja al comportamiento de la
Hl nativa es la fraccién BG3, siendo la que menos la BGl., Este resultado
_estarfa de acuerdo con la. hip6tesis de gque el BGl se trata de un multime
ro, que obviamente interacciona con mayor dificultad con 81 DNA. Mientras
que 2l monémero, si bien el puente disulfurc intracatenarioc puede modifl
car la estructura de la mclécula, no parece que esto afecte mucho a la
capacidad de interaccién con el DNA; Par Gltimo, el dimero BG2 ocuparia.
un lugar entre estos dos extremos. Estos resultados llevarfan a concluir
que, al menos en el aspecto estructural estudiado, la oxidacién de la his
tona Hl de insecto no lleva a alteraciones notorias de los complejos, aun
que este hecho no quita el gque puedan existir otras diferencias distin -

tas a la estudiada por DC, como se verid més adelante,

3.3. ESTUDIOS CINETICOS DE LA FORMACION DE ESTRUCTURA PSI

Como se ha ido viendo a lo largo del apartado anterior,
la induccidn de estructura PSI en el DNA por parte de la histona Hi, la

regién C-terminal y las distintas fracciones agregadas de la histona Hlcc,
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no es un procesa instanténeo, sino que canlleva un proceso cinético con
al menos dos cambios, uno rapido y otro lenta, aungque podria haber més.
Este hecho fue primeramente observado por Jordan et al (1972), como se
coment$ ampliamente en la introduccién, al inducir estructura PSI en DNA
de fago T7 mediante PED. Sobre este aspecto cinético de la formacién de
estructura PSI no se ha insistido muchao m&s, Dadas estas circunstancias,
parece interesante plantear un estudio cinético méAs exacto, mediante el
cual se pudieran detectar y calcular las constantes aparentes de al menos,
los dos procesos antes mencionados: el cambio répido inicial en el espec

tro y el cambio lento que se produce entre la primera hora y las 24 horas;

Debido a que 8l cambio mAs drdstico del espectro de DC se
produce en la zona de 270 nm, se va a tomar la variacién de elipticidad
a ésta longitud de onda al formar el complejo, como Indice del proceso
de induccién de estructura PSI, Para el ajuste cinético se considera el
proceso global como suma de los distintos procesos individuales de que
se compone. Segin esto si consideramos cada uno como un proceso cinético
de primer orden, la variacién de elipticidad a 270 nm vendri dada por la

ecuacifn exponencial:

(8) = -2 0 (1=

donde Ki es la constante aparente de cada proceso cinético individual, D

es la contribucién a tiempo infinito, n es el ndmero de procesos indivi-

i

duales y t el tiempo en minutos., Si tomamos como valor cero la eliptici-
dad : 270 antes de inducir la estructura PSI (tiempo cerv), el signe 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.,la contribucién en
dicroismo circular a 270 nm des los distintos complejos toma valores muy
dispares, desde aproximadamente -9000 hasta -360000. Con el fin de compen
sar estas diferencias para poder comparar las cinéticas de los diferentes

procesos se han normalizado en tantos por ciento, tomando como 100% la

»
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contribucién a tiempo infinito de cada proceso. De esta forma la ecua -
cién de ajuste pasa a ser:

n
c(t) = Ai(l -e
i=1

Kit

)

donde ahora C(t)} representa el tanto por ciento de la elipticidad total

a 270 nm de dicho complejo a cada tiempo t, y A, representa la contribu-

i
cifin, en tanto por ciento, a tiempo infinito de cada proceso cinético in
dividual., El ajuste de esta ecuacifin exponencial se llevé a cabo median-
te el programa ABAROUSA (ver apartado 2.8.3.), mediante el cual se ajus-
tan los datos experimentales de una a cuatro exponenciales, ssleccionan-
do posteriormente 21 mejor de estos ajustes, Los criterios seguidos para
esta seleccifn han sido los siguientes: menor suma de residuales (diferen
cia entre el valor observado y calculado para cada punto} de todos los
puntos; distribucién lo m&s aleatoria poesible de los valores residuales
(esto es para evitar viciog en glguna de las regiones del ajuste) como
indicé de ﬁué ia dispersién se debe al ruido experimental y no a defec-
tos en el ajuste; y por (Gltimo cheguear el comportamiento estadistico de
los residuales, representando la probabilidad normal de cada residual en
funcibn del valor de cad uno de ellos, esta representacién debe aproximar
se en lo posible a una recta, para que la dispersif6n de residuales cum -~
pla este requisito estadistico. En la tabla X se muestra el listado de
salida de ordenador para un ajuste, mediante el citado programa, con tres
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 pecuefios). Por otro lado la dis
persifn de residuales es suficientemente aleatoria (Figura 26) y la re -
presentacién de la probabilidad normal se ajusta bastants bien a una rec
ta (Figura 27). Comp se puede observar por la tabla X, en este caso los
valores de la cinética no est&n normalizados, teniendose que hacer a con

tinvacién mediante un progrema en BASIC procesado en el microprocesador
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TABLA X. Listado de salida del programa ABAROUSA, para el ajuste median

te tres exponenciales del proceso cinético de induccibn de es-~
tructura PSI en un complejo DNA-Hlcc r= 0.4, seguido como va-
riacién de elipticidad a 270 nm. Las unidades son :"tiempo" en
minutos; "y",incremento de alturas en el espectro, en mm, toman

do como cero la elipticidad a 270nm antes de comenzar la cinética;

.

CASE PREOIC TED NYSERVED
NO., NAME A4 Y RESIOUAL TIENPOD
] 0.0 0.0 0.0 0.0
2 59.801422 60, 000000 0. 198578 1. 0C0000
3 90, 421371 80.000000 -0.421371 2,000000
4 91. 683640 91. 500000 -0, 183640 3. 000000
5 100.081909 L10n.000000 -0.081909 4. 000000
6 107, 128693 1 {8. 000000 0.871307 5.000000
1 113,257401 113, 000000 -0.257401 6. 000000
L 119, 654495 119. 000000 0345505 71.000000
9 123, 439102 124 000000 0,560898 8. 000000
10 127.703537 127.000000 -0.703537 9. 000000
11 1314 523541 131. 500000 -0,023941 10.000000
12 134,964168 1235, 000000 0.035812 11. 000000
13 136.078003 138.000000 -0.073003 12.000000
14 140.910843 1 41. 000000 0, 089157 13. 000000
135 143.501022 143.000000 -0.501022 L14. 000000
16 145. 881012 t 46, 000000 Oel 18988 15000000
[ R 148,070217 147, 500000 -0.578217 16, 000000
18 150.115936 150,000000 ~0.115936 17.000000
19 152.013870 142, 000000 ~0.013870 18.000000
20 153. 788742 153.500000 -0.,288742 19. 00000C
1 155. 4540849 155.500000 0.045151 20.000000
22 157.024261 157.000000 ~0.024261 21. 000000
23 158.507355 159, 000000 0.492645 22.000000
24 159.913010 1 ¢0. CO0000 0. 086990 23.000000
25 161.248764 161. 500000 06251236 24, 3600000
26 162, 521179 162.500000 -0,021179 25,000000
27 163, 735855 1 &4 000000 0264145 26, 000000
28 164,897659 165.000000 0.102341 21.000000
29 166. 010803 1 ¢¢, 000000 ~-0,010803 28.000000
30 167.078949 167.000000 -0.078949 29. 000000
n 168, 105316 1 68, 000000 -0.105316 30.000000
32 £72.698074 1173, 000000 0. 301926 35. 000000
33 176.557495 117.000000 D.4425053 40.000000
34 1794836594 1 80, 000000 0.163406 45. 000000
35 182.6380486 182. 3500000 ~0.138046 50. 000000
36 185, 037964 184,500000 - -0.537964 55.000000
37 187,096864 t £7. 000000 =0.096664 60, 000000
33 199.863800 186.500000 -0.363800 65000000
39 190. 381165 190. 000000 -0.381165 10.000000
A0 191 .684250 191, 500000 -0.184250 T5. 000000
41 192.803421 1 93. 000000 0.196579 80.000000
42 193, 764648 t 94, 000000 0s 235352 85, 000000
43 134.59027L 195.000000 0.4091729 450, 000000
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HPB5; este programa ademis representa la curva cinética del proceso glo-
bal junto con las curvas de los distintos procesos individuales gue re —
sultan del ajuste (figura 28).

3.3.1. Gomplejos con Hl y dominios conformacionales

En primer lugar se reélizaron las cinéticas de complejos
de Hltt con DNA de gran tamafio, en las mismas condiciones experimentales
descritas en el apartado 3.2.1.1., para los espectros de DC. La cinética
se registré al afadir la sal al complejo ya formado en las condiciones
raqueridas en cada caso. La relacién r fue 0.25 y se varié la fuerza i6-
nica con el fin de ver su influencia sobre la cinética. E1 resultado del
ajuste cinético se muestra en la tabla XI (a, b, y c). Como se ve en los
tres casos el mejor ajuste implica dos procesos, uno rdpido y otro lento.
Las constantes cinéticas aparentes son, como se puede comprobar, del mis
mo orden en los tres complejos (una aproximadamente 0.07 m:Ln_l y otra 2.4
min-l), variando la contribucién a tiempo infinito de cada uno, de forma
que en KF 0.11M el proceso que prasenta mayor contribucién (67%) es el
lento, mientras que en KF 0.17 y 0.34M el proceso répido cobra mayor con
tribuci6n (56 y 63% respectivemente). Como se ve en todos elles al cabo

de poco mds de 1 hora el proceso ha alcanzado el 100% de cnntribucién:

Por otro lado se han realizado también 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 sl complejo de histona de timo de terne
ra. Comparando los ajustes d y g se aprecia como la cinética del comple-
Jo Hltt nitrada es mucho mds rapida 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 DOC (apartado 3.2.1.). Hay que resaltar el hecho de -

»
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que a menor concentracién de ONA el proceso no se ha podido ajustar a -
dos exponenciales, siendo necesaria una tercera. Esto significa la exis-
tencia de tres procesos, uno de ellos m&s lento que todos los anteriores
de constante aparente 0.057 m'.Ln—1 y un 20% de contribucién. Este hecho

llevaria a considerar, de nuevo, la gran importancia de la concentraci6n
de DNA como fFactor decisivo en la formacién del complejo en estructura

PSI; ya que por debajo de un cierto valor el proceso lento tomaria mayor
importancia pudiendpose llegar a una situacién 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 sefals en la introduccién,
se podri{a considerar ei proceso cinético rédpido como la formacién de una
estructura compacta, pero desordenada, del DNA en el complejo. Natural -
mente este paso debe depender bastante de la relacifn proteina/ONA y ds
1la conéentraciﬁn de DNA. En segundo lugar se daria al menos una transi -
cién lenta, que coincidiria con la ordenacién de la estructura compacta
inicial; esta cinética dependeria en menor medida de r y de la concentra
cién de DNA. Como se puede observar comparando las cinéticas a, b y ¢ de
la tabla XI 1la constante cinética del proceso répido, de compactacién
desordenada, es practicamente la misma para las tres; este hecho estaria
de acuerdo con lo dicho anteriormente ya que las tres cinéticas se han
realizado a la misma concentracién de DNA y mismo r. Por otro lada, las
diferencias mayores corresponden al segundo proceso, de ordenamiento, que
dependerfa, en este caso, de la fuerza ifénica. A continuacién se realiza
ron las cinéticas de los complejos con DNA sonicado. Con el fin de poder
comparar todos las resultados, se han hecho, para los distintos comple -
jos, siempre en las mismas condiciones: r=0.4, NaCl 0.14M, EDTA-fosfato
s6dico 1mM, pH 7.0 y concentracifn de DNA 0.018 mg/ml. En la tabla XII
se muestran los resultédos del ajuste mediante exponenciales con el pro-

grama ABAROUSA. Como se puede ver en todos los casos sl mejor ajuste se-

»
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TABLA XII: Ajuste de las cinéticas de induccidn de estructura PSI de com-

plejos DNA sonicado- Hltt, CNBS y CT3.

Contribucidn

Comple jo K1 Al K2 A2 K3 A3 1 hora 2 horas
a H1tt 0.026 42 0.216 30 1.75 28 91 98
b CNBS 0.050 29 0.285 32 1.89 40 o8B 99
c (M):] 0.023 31 0.28 44 0.88 25 92 98
d CNBS 0.019 15 0.5 25 6.46 60 95 98

(adicidn de
sal posterior)

TABLA XIII: Ajuste de las cinéticas de inducqiép de estructura PSI de

complejos DNA sonicado - Hl de Ceratitis capitata y fraccio-

nes oxidadas.

Contribucién

Comple jo K1 Al K2 A2 K3 A3 Ka Aa 1 hora 2 horas
Hlcc 0.030 39 0.174 39 1.5 30 - - 94 97
BG1 0.011 Z9 0.038 32 0.1850 25 4.61 14 82 g2
BG2 0.024 48 0.182 52 - - - - 89 97
BG3 0.048 38 0.256 31 0.784 31 - - g8 99

Nota: Ki: Constante cinética aparante del proceso i-ésimo (min‘l]

A,: Contribucién del proceso i-ésimo. (%)
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leccionado implica tres procesos cinéticos correspondientes a cambios ré
pido, intermedio y lento. Las cinéticas a, b y ¢ de la citada tabla, co-
rresponden a los complejos formados com Hltt, CNBS y CTB, respectivamen-
te. En todas ellas la cinética se registrf al afadir la protefna al DNA,
ambos en las condiciones de fuerza i6nica deseadas {NaCl 0.14M). La cing
tica d, de la misma tabla, corresponde a la registrada al afiadir NaCl a

un complejoc ya formado DNA-CTB (rnﬂ.d, figura 20, curva l} en ausencia

de sal, hasta llevarlo a una concentracifn final de 0.14M,

Las diferencias entre las tres cinéticas realizadas al -
afiadir la proteina al complejo, de nuevo son poco significativas. No obs
tante cabrifa resaltar algunos puntos. E1 cambio mayor en el complejo con
Hltt (42%) es resultads del cambio lento (K=0.026 min—l), es decir de la
fase de ordenacién de la estructura compacta formada por el cambio rédpi-
do, segin se comentf anteriormente, esto hace gue el proceso global resul
te algo mAs lento. Sin embargo el complejo formado con CNBS presenta su
contribucién mayor (40%) como resultado de la fase de compactacién desor
denada, mientras que el complejo DNA-CTB, al contrario de lo que se po -
dria preveer, presenta su mayor contribucién (44%) como resultado del
procesg cinético intermedio, no descrito anteriormente, y que vendria a
ser una primera fase del ordenamiento, algo mAs ré&pida qusz la segunda -
(que serfia la que se gbserva en los otruos complejcs). De nuevo parece cg
mo si la regidén globular ejerciera un papel modulador, pero s6lo cuando
esti integrada en la molécula, pues como se deduce de la cinética del com
plejo DMA-CNBS, la regi6n C-terminal con algo de regién globular provoca
la formacién de estructura PSI més rdpidamente que dicha regién aislada

(compiejo DNA-CTB).

Un resultado significativo es el del ccmplejo formado pri
mero por la adicién de DNA y CNBS y posterior adicién de sal. Como se ve
en la tabla VIII, ajuste d, el procesc mayoritario (60%) es uno muy répi

. =1
do (K=6.46 min "}, Este hecho se podria interpretar como que al estar ya

»
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la protefna unida al DNA, aun en ausencia de sal, el complejo estf ya al
go estructurado y esta estructura al situarla en las condiciones de fuer
za ibnica adecuadas, pasa de modo muy répido a formar estructura PSI, esun
gque en menar contribucién. Es légico que este procesoc sea muy répido pues
de alguna forma el camplejo estaba espacialmente predispuesto. Es decir,
que el orden de adicién a la hora de faormar el complejo,influye no sflo
en la contribucién de estructura PSI formada (figura 20), sino también

en la cinética del proceso.

3.3.2. Cemplejos con Hlcc y agregados,

El resultado de la descomposicién en exponenciales de las
cinéticas de formacifin de estructura PSI por Hl de Ceratitis capitata y
los agregados obtenidos por oxidacién (BGl, BG2, y BG3) se muestran en la
tabla XT1I. S .

Si comparamos el comportamiento cinético de las histonas
Hlcc y Hltt, apartado anterior, comprobamos que ambos son muy parecidos
pues tienen tres procesos, ripido, intermedio y lento con contribuciones
similares (30, 31 y 3% respectivemente}: £l complejo DNA-BG3 presenta
una ciné&tica muy similar a la del complejo con Hl nativa, aunque un poco
mis répida, ya que se alcanza el estado final un poco antes (a una hora
el 98% frente al 94% de Hl nativa). Ahora bien, en esta cinética, el prg
ceso ripido o fase de compactacién desordenada (K=1.55 min_l) ha disminui.
do ligeramente, si bien esto es compensado por un incremento en la cons-
tante aparente de los otros dos procesos. E1 mejor ajuste de cinética del
complejo DNA-BGZ2 se logra con dos exponenciales. Este resultado parece in
dicar como si el hecho de la agregacifin de dcs moléculas de histoma difi
cultara la fase de compactacién. En conjunto esta cinética transcurre més

lenta gue las anteriores (s6lo el 89% al cabo de una hora de formar el
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complejo). Por éltimo el complejo DNA-BGl presenta una cinética mucho -
més compleja; el ajuste s6lo se logra utilizando 4 exponenciales. Ahora
bien, pese a tener un proceso rapidisimo (K=4.61), é&ste representa una
contribucién de sélo un 14%, es como si el gran velumen de esta fraccién
favoreciera un agrupamiento desordenado rapidisimo pero de escasa contri
bucién, Pcr lo dem&s el proceso global resultarfa, l6gicamente, mis len-

to todavia que los anteriores.

Estos resultados permiten deducir ya algunas diferencias
en el comportamienteo de los distintos agrecados, diferencias que, a la
vista de los espectros de DC, eran dificiles de discsrnir: Le fraccién
BG3 al tener un puente disulfurpo intramolecular no consigue inducir tan-
ta estructura PSI como la molécula nativa, pero al ser m8s compacta, el
proceso €s un poca mids répido. Le fraccién BG2, dimero, también forma me
nos PEI y al ser de mayor tamario,el proceso cinético est4 algo impedido
y va més lento. Por Gltimo, el multimero B8Gl, a tiempo suficientemente
alto, llega a inducir tanta estructurg PSI como el resto de las fraccio-
nes, pero el procesoc es m4s lento deéido al gran impedimento estérice -

cue debe suponer farmar el complejoc con el multfmera,

3.4, DIGESTION CON NUCLEASA DE COMPLEJOS DNA-CNES

Es 1l8gico pensar que si los complejos sefialados anterior-
‘mente, conducen a algfin tipo de estructura compacta (tal como parece por
los datos de microscopia electréinica), presenten algin tipo de resisten-
cia a la digestién por nuclaasas: S5i esto fuera asi, indicarlfa una pro -
teccién del DNA como consecuencia de esta estructura, y al mismo tiempo
seria posible observar si existe algdn tipo de comportamiento caoperati;
vo en la formacién de la misma. También, la obtencién de zonas limite de
digestifin, permitirfa el aislamiento de las mismas y el cédlculo de su es

tequiometria, tamafio del DNA, etc, En la presente memoria Gnicamente se

»
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presentan los resultados de la digestifin con nucleasa micrococal socbre
comple jos DNA-CNBS, a las distintas relaciones r=0. {control}, 0.1, 0;2,

0.3 y 0.4; siguiendo el esguema experimental detallado en el apartado 2,4:'

En la figura 29 se muestra el tanto sor ciento de DNA-dige .
rido frente al tiempo pars los distintoévcpmplejos, calculado a pértir’da
la variacién de la absorcidn a 260 nm, después de seis horas a 259¢. Co
mp puede observarse aparecen varios hechos intereSantes; A r=0,1vy 042
no existe ninglin impedimento en la digestién, apareciendo a r=0;3 cierta
dificultad, y a r=0.4 solémente se ha digerido el 52% del DNA total, al
cabo de las seis horas. Perece como si existiera un efecto cooperativo;
en dependencia de la relacién proteina/DNA, para la formacién de una de-
terminada estructura que protege, precisamente, al DNA de la digastiﬁn:
Este efecto cooperativo también habla sido observado al estudiar la va-=
riacién de estructura PSI, como elipticidad a 270nm, en funcién de r (ver
el apartadp 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

principio, para luego dar un aumento brusco hasta r=0.4.

Por otro lado los aspectos de las curvas 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 sigmoidea, mientras que el de las segundas es hiperbélico:
Este resultado indicarfa que no sflo se da cooperatividad en funcifn del
aumento de r, sino gue la propia cinética de cada complejo en las rela -
ciones r=0.3 y 0.4 presenta un comportamientc cooperative, es decir que
existe una resistencia inicial a la digestién para luego digsfirse rapi-

damente hasta rendir la fraccifn resistente a seis horas.

3.5. DESNATURALIZACION TERMICA DE LOS COMPLEJQS

Como se indicéd en la introduccién el DC nos da informacidn
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acerca de la estructura de los complejos, pero no nos dice nada sobre

su estabilidad, ni permite deducir pardmetros termodindmicos, constantes
de ascciacién, etc. Con este fin se ha recurrido a la técnica de desna-
turalizacidén térmica de los complejms: Este estudio se ha realizado for-
mando los complejos con DNA sonicado. Esto es debido a que en este estu-
dio se necesitan relaciones més altas de proteina/DNA, un cqnmcimiento
exacto de la relacién r deseada y, lo que es mds importante, una concen-
tracifin de sal baja y lo mAs exacta posible. Todos estos requisitos re-
sultan casi imposibles de conseguir por el método de formacifn de comple
Jos solubles mediante diflisis, sobre todo el obtener valores de r supe-

riores a 0.5 sin que precipite.

Aungue los aspectos experimentales y de método fueron ex-
puestos en el apartado 2.3,2., se va a detallar aguf el sistema seguido
para la descomposicifn en gaussianas y los criterios para la seleccién

\de un pnqjuntq Qetsrmipadp de ellas. Para ello se va a elegir una curva
cualquiera, polifésica, y se describiré todo el proceso seguido: Concre-
tamente la seleccionada es la correspondiente al complejo DNA-Hltt a r=

0.6.

Las curvas. de transicifn experimentales se trazan toman-
do puntos discretos a cada temperatura (ver el apartado 2:6] y por tanto
paseen un cierto error experimental o dispersién por ruido. Para calcu-
lar la derivada corrigiendo, en lo posible, este ruido experimental, pues
de lo contrario darfa una curva en forma de dientes de sierra, se ytili-
z6 un programa automdtico que calcula la pendiente de cada uno de los
puntos mediante regresién lineal por minimos cuadrados, tal como se de-

tallé en el apartado 2.8.1.

Una vez calculada la curva derivada, que representa sl va-
lor de la derivada de la curva de transicién térmica a cada temperatursa,
el programa MORDOR ajusta la curva experimental al mejor conjunto de gau-

ssianas, probandc de dos a seis mediante un programa de regresién no li-
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neal (apartado 2.8.2). Los criterios a la hora de escoger un conjunto de
gaussianas han sido los mismos que los expuestbs en el apartadao 3:3. En
la tabla XIV' muestra el resultado de este ajuste para la curva der;va—
da de la transicién del complejo anteriormente sefialado. Como se ve, aun
que el ajuste con error minimo es el primero, los valores de altura maxi
ma de la primera y tercera gaussianas son muy pequefios, por lo que hace
pensar que sea un artefacto del método. Considérese que una curva cual-
quiera con N puntos experimentales se puede ajustar a un cqnjunto de N
gaussianas de altura el valor de la ordenada en cada punto, de anchura
despreciable y centrada cada una en su punto concreto. Este ajuste daria
un error préximo a ceros Por otra parte, aunque no se muestra en la ta-
bla, el comportamiento estadistico de los residuales no es del todo al

azar, presentando una ligera preponderancia negativa.

Si fijamos nuestra atencifin en sl ajuste segundo observa-
mos gque se han anulado las gaussianas primera y tercera, hecho que prue-
ba gue el primer ajuste introducfa un artefacto. Este ajuste (Tabla Xvy,
Figure 30)) es aceptable , la dispersifn de puntos es bastante estadis-
tica (figura 31) y la representacifn de la probabilidad normal frente a
los residuales (figura 32) se aproxima considerablemente a una recta. E1
resto de los ajustes presentan errores demasido grandes como para ser tg

nidas en cuenta.

En la figura 33 se muastran los puntos experimentales de
la derivada en cuestién, junto con la curva derivada suma de las tres -
gaussianas dadas por el citado ajusts segundo. Como puede apreciarse el
ajuste es bastante bueno: Por Gltimo, del cAlculo de las areas de las tres
gaussianas referidas al area total se puede deducir la contribucién rela-
tiva gue representa cada transicifin respecta del total. En resumen, la
descomposicién en gaussianas aporta un mayor conocimiento de la curva de v

rivada de la curva de transicién térmica, pues nos permite, no solo cal

cular las Tm con mayor exactitud desechando los posibles artefactos, si-

-
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TABLA XTIV : Ajuste mediante gaussianas de la curva derivada de la tran -

sicidn térmica del complejo DNA-Hltt, r=p.,5 utilizandp el

programa MORDOR.

Ajuste
Gaussianas Pardmetros 1 2 3 4 5
12 H 5.9 0.0 7.4 10.4 23.0
A 0.069 0.293 0.116 0.081  0.029
T 57.7 40.0 e5.7 65.1 62.1
2 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 61.9 60.6 78.6
32 H 6.9 0.0 0.0 50.1 -
A _0.162 1.0 0.930  0.011 -
7 '68.8  65.5  67.4 78.5 o~
a2 H 20.4 10.4 48.¢ - -
A p.0s8  0.119  0.008 - -
T 75.2 75.6 77.2 - -
58 H a1.8 as5.8 - - -
A 0.014 0.012 ° - - -
T 80.7 79.5 - - -
62 H 0.0 - - - -
A 0.082 - - - -
T 88.9 - - - -
residuales 11.8 - 20.2 901.1 84.3 100.9

Nota: Hi’ Ai y Ti son los pardmetrns gue caracterizan cada gaussiana

gin se cdescribe en el texto.

se-
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TABLA XV, Listado de salida del programa MORDOR, para la descomposicién
en tres gaussianas de la curva derivada de la curva de transi

cién térmica del complejo DNA-Hltt, r= 0.6.

CASE PREDICTED OB SERVED
MO. NAME OtR IV DER IV RESIDUAL TEM
i Ve l44481 Ce0 ~0el 44431 49,000000
2 0.290539 e.0 -0, 280539 49, QOCCOO0
3 00520235 0.0 ~0e520235 50.000000
4 0.941286 € 200000 -0, 721386 51000000
5 1.556578 0.900000 -0.658579 £2.00C000
6 2. 518147 le 799999 -0.718147 « 53.000000
7 3. uB6165 2, 200000 ~0e680616% 54. 0COCO0
8 5.729117 5.700000 -0.029118 55.000000
9 B.0¢t9272 E. 200000 0.130728 560 000000
10 10.860355 11.299999 G.439844 57. 00000
[} 13.9171440 14.500000 0.528560 584000000
12 17.187668 17399994 0.21232¢ 55. 000000
13 20233444 20299988 0.,066544 60G.000000
L4 22.817258 224 €559517 -0s1117401 61.000000
5 244691313 244699997 0.008082 62, 006000
1] 25.7€8130 25899994 0.191864 63.000000
18 25. 4962561 250500000 -0.362591 64, 000000
19 2503042914, 24.799984 =-0.504303 65.000000
19 s40310425 22, 195988 -0.510437 66.000000
20 23.2138464 23199997 -0.038467 €. 000000
21 224611304 23.199997 0,738693 68,000000
22 22.319504 224099991 0o 780487 654 00CC00
23 23.120178 23.599991 De4 79813 70.00€000
24 250 148C49 240 €95997 -0, 488052 11.000000
25 28.466135 48.,000000 -0.866135 12. 000C00
26 24, 254486 344199997 -0.054489 73.000000
27 40.6930€5 414199997 005006512 The 000GC00
20 46.551 446 47 .000000 04408554 1%.00cCC0C
29 £0.2%13(98 (. COCO00 -0.253C98 16.000000
30 511426853 £0.29%5988 -0.842862 77. 00C000
3t 50.147€58 5Ce 599991 0452133 78.000000
32 48,53CE07 45, 055991 Q. 569183 T5. 000000
33 46 .885C56 47.199997 0.314941 8G.00C000
34 45.0172128 444 699997 . -0.372131 : 491.,000000
35 42.750946 414699997 ~1.050649 . 82.00C000
36 39.7%55110 352299988 ~0e455322 83.000000
iR 16e 125208 260159997 0.060191 84.,00€C00
38 32.082611 33.000000 0.9t738Yy 85, aCcCa00
39 27.8C7434 29« 500000 e 69256¢€ 860000000
“0 23530411 1899994 -1.630417 87, 000000
“l 19.433919 20. 000000 v.561081 88.,000000
42 15.61171521 1€+ CO0000 0. 322C73 846 000000
4 12.344617 12 .000000 -0.344€l] 90.00CCOC
44 9e 489409 Se 000000 ~0e 489409 " 914000000
LY T T«121543 7.000000 ~0s 121543 $2.00CC00
40 S.217I3 64000000 0.TH2269 93.000000
47 Je72217% 4. CCCO00 0. 267825 $4. 000000
LY ] 2.606245 2000000 -0.006245 $5. 0CC000
49 l. 776€E13 1. 000000 “0.776H13 964000000
50 le182610 0.0 -l.182¢10 $7. 00CCO0
51 0. 768445 0.0 ~0.708445 98,000000

32 0o 487482 (%] ~0, 487482 99, 000000
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Figura 30. Salida del programa MORDOR. Descomposicién en gaussianas,
representaci6n de los valores calculados (P) y observados
experimentalmente (0),Frente a la temperatura. Los asteris

cos muestran los puntos donde coinciden ambos valores,
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no localizar posibles picos solapados y, lo que es m&s importante, calcu-

lar las contribuciones relativas de las distintas transicioneS:

A Con el fin de hacer un estudio comparable al realizado me
diante OC, se han formado complejos con Hl de timo de ternera y de Cera-
titis capitata, asf como con sus distintos dominios estructurales. Tam-
bién se ha realizado este estudio con los agregados  de Hl de insecto. En
todos los casos el medio utilizado ha sido EDTA 1 mM, fosfato 1 mM, pH 7
y las relaciones proteina/ONA variables, desde O hasta 1.6 (P/P)+ En al-
gunos casos las relaciones 1,4 y 1.6 presentaban ya ciertovgradn de tur-
bided. Los complejos TRC-DNA, debido posiblemente a la baja constante de
afinidad de este fragmento al ONA, fueron formadgs a relaciones mayores
{de 0 a 4). La concentracifn de DNA utilizada en todos los casos fub de
03030 mg/m1.

3.5.1., Histona Hl nativa.

Las curvas derivadas de las curvas de transicién térmica
de col plejos DNA-Hl de tt se realizaron tal como se indicd anteriormenfe
a las relaciones r = 0, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8, 1.0, 1.2, En la figura 34
se muestran s6lo las curvas m&s representativas y en la tabla XVI los da
tos ndméricos de Tm y contribuciones calculadas mediante la descomposi
cifén en gaussianas. Hay gque resaltar, en primer lugar, la gran estabili
2acién que se logra en el DNA al ir aumentando 14 cc de histona, llegando
a elevar la Tm a SDOC para el complejo r = 1.2, siendo la del DNA cﬁntrol
de 56°C aen las mismas condiciones. Por otro lado, para concentraciones
intermedias de histona se producen curvas polifdsicas que indican zonas
de DNA guz funden a distintas tsmpératuras, por tanto, que tienen dife-
rente estabilidad. Para poder justificar las distintas transiciones hay
gue recordar lo dicho en el apartado 1.1. referente a la estructura de
la hiStnna Hl y la contribucidn de sus diferentes dominios estructurales:

Regién globular {39%), C-terminal {45%) y N~terminal (16%). Siendo las

»
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Figura 34. Curvas derivadas de las curvas de desnaturalizacién térmica
de complejos ONA-Hltt en EDTA 1mM, fosfato sédico 1ImM, pH
7.0 y concentraciSn de DNA 0.030 mg/ml, para las distintas

relaciones, r, indicadas.



TABLA XyI:Datos de Tm
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y contribucién de cada trensicién (en %) para com

nlejos DNA-Hltt.

r ne transiciones Tm(°C) (%) Tm(%c) (%) Tm(%c) (%) Tm(°c) (%)
0 2 55.0 67 6.4 33 - . - -
0.2 3 55.2 31,6 61.9 28.0 79.8 40.4 - -
0.4 3 60.0 29.4 6€7.0 4.6 79.6  66.0 - -
0.8 3 71.6 5.9 76.3 a6.3 85.0 a7.7? - -
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 contribucién de cada transicih {en %) para com

plejos DNA-CNBS.

r n? transiciones  Tm(°C) (%) Tm("c) (%) (%) (%)
0 2 55.0 67 61.4 a3 - -
0.2 3 56.5 53.4 64.4 12.2 78.2 3a.a
0.4 3 58.9 5.7 68.2 7.9 £0.1 a6.4
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 bésicds (es decir, en
total el 55% de la molécula) las gue interaccionan. preferentemente con

el DNA, interaccién que, como se dijo,'es inespeciFica? El complejo r =
0.4 presenta tres transiciones, si bien la de 67 % supane solo un 4:6%

y puade considerarse despreciable. Si consideramos los pesos molaculares
medios por aminoécida (110 daltons) y por nuclectide (340 daltons), la
relacién de 0.4 Mg de protefna/mg de DNA se pusds convertir en 1.24 mo-~
les de amincfcido/mol de fosfato., Este dato nos indica que a esta re-
lacién aproximadamente todo el DNA puade estar interaccionando con la his
tona, considerando que ésta estd plegada en su regién globular, y paor tan
to, algunos restos no pueden interaccionar con el DNA; De todo este plan-
teamiento se infiere que la transicién de 79:6 DC puede deberse a lavFraE
cién de DNA que interacciona con la regién C—terminal'de la molécula, y
la transiciﬁﬁ da 60 °C a la fraccibén que interacciona, de forma mucho més
débil, con la regién globular de la molécula.’

] - Lgs complejos a r = 0:2 prusentan tres transiciones (tabla
XvL), a 55:;2, 81,5 y 79.8 OG, respectivamente. Segin la discusifn hecha
anteriormente a esta relacién sl DNA no pusde estar interaccionando en su
totalidad con la histona ya que solo hay 0:75 moles da aminodcido/mol de
fosfata.. Asf lo refleja la presencia de una transicidn a 55:2 °¢ corres- °
pondiente a DNA libre con una contribucién del 31.6%. Las otras dos tran-
siciones carresponderén a las regiones de DNA interaccionande con la re-
gi6n globular y con la regifn C-terminal, gque representan 91.28% y el
4a0.4%, respectivemente, del total ds la transicién. Es decir, del total
del DNA presente. S5i seguimos aumentando la relacién proteina/DNA desa-
parecen completamente las transiciones de 56 "G (DNA libre) y 62 °C (ONA
interaccionando con regiﬁn'glabular), y presenta otra nueva transicién a
85 OG, permaneciendo la de aproximadamente 77 % (interaccién con las
zonas polares de la molécula). A relaciones aun mayores el equilibrio se

desplaza m&s todavia, llegando incluso a desaparecer la transicién de los
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76GC, proporcionando un estado superestable con transiciones altamente cog
perativas entre 83 y 9206 que podrian deberse a la formacién de algin ti-
po de estructura compacta y , por tanto, muy estable. Relaciones superig
res a r = 1.2 producen la precipitacién del complejo. Hay que considerar
que este resultado, si bien en otras condiciones de fuerza iénica y concen
tracién de DNA, estd de acuerdo en el aspecto conceptual con el observado
mediante DC en el apartado 3.2.1., en tanto en cuanto ambos presuponen la
adopcidn de un nuevo tipo de estructura en ei DNA por la acci6n de la hig

tona

3.5.2, Dominios estructurales de la histona Hl.

Con el fin de poder relacionar las distintas transiciones
del complejo DNA-H1l con las diferentes regiones de la mpnlécula de histo-
na, se formaron complejos con estaos daominios estructurales por separado y

el DNA, en las mismas condiciones gque en el apartado 2.5.1.

En la figura 35 y tabla XV se muestran los resultados de
la desnaturalizacién térmica de los complejos formacos con GMES a distin
tas relaciones r. Si comparamgs con los resultados de los complejos con
Hl nativa se puede comprobar que no existen grandes difierencias al menos
en el aspecto cualitativo. Cabia esperar que este resultado fuera asi,
ya gue si las regiones C-terminmal y N-terminal representan el 61% de la
molécula, la regién C-terminal representa aproximadamente el 60% en el pep
tido CNBS. Es decir, las diferencias se deben sobre todo al tamafio distin-
to de ambas proteinas, como se observa del estudic comparmtovo de las fi-
guras y tablas citadas. Estos resultados son concordantes con los cihteni-
dos previamente por Avilés et al(1978) aunque las curvas de desnaturaliza—
cidn térmica y condiciones experimentales desarrcllades por estos autores
fueron menos precisas. En esta 1inea hay gue resaltar que los complejos

con CNBS, cuando r es elevado, estabilizan m&s al DNA cue los homélogos

»
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Figura 35. Curvas derivadas de las curvas de desnaturalizacién tér
mica de complejos DNA-CNBS de Hl de timo de ternera en
EDTA 1mM, fosfato sédice 1mM, pH 7.0 y concentracién de
DNA 0.030 mg/ml, para las distintas relaciones, r, indi

cadas.
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de Hl1.

Un estudio similar se ha realizado con los complejos DNA-
CTd. El1 resultado se muestra en la figura 36 y en la tabla XVIII;~Como
se comentd en el apartado 3.1., la fraccién denominada CTB corresponde in
tegramente a la regi6én 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, lélgicamente, transicién
cnrreSpondiente a estabilizacién por zona globular a 6400. Para r = 0.4
la curva =e presenta particularmente compleja, apareciendo tres transicig
nes con contribuciones muy parecidas. El perfil para r = 0.8 tiene un as
pecto similar s6lo gue desplazado a temperatur s mayores, dando unz tran-
sicifin de aproximadamente el S0% a QU.SOG. Esto supone una gran estabili-
zacifn del DMA por parte de este péptido. Por Gltimo, para r = 1.0 y 1.2
aparece una sfla transicidn a 89.300 de altisima cooperatividad a juzgar
por el valor de la derivada, Esto puede ser debido a la formacién de una
superestructura compacta como se comentd anteriormente. Es de notar cue
la aparicién de la dltima transicidn corresponde a un valor de r en el
cual posiblemente todo el DNA esté saturado, condicién quizéd previa a la
formacién de la superaestructura a la que nos venimos refiriendo. En estos
complejos resulta particularamente interesante el comportamiento para r =
0.4 y 0.8, donde pese a que el complejo se forma con una fraccién de pro-
teine particularmente homogénea en secuencia como es la regién C-terminal
(Cole, 1977 y Bradbury et al., 1975) donde el 90% son lisina, alanina y

prolina, las curvas presenten comportamiento polifésico

Este hecho hace descartar la existencia de distintos domi-
nigs de unién del fragmento CTB al DNA, Par poder justificar 1la apariciQn
de tres transiciones hay gue recurrir a otro tipo de argumentes. Podria
deberse a la formacién de regiones con la citada superestructura del com-
plejo, que daria cuenta de las transiciones de 86.2 a 90.5°C (16gicamen—

te ccn contribucién superior a r = 0.8). Por otro lado, habria regiones

»
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Figura 36. Curvas derivadas de las curvas de dasnaturalizacién
térmica de complejos DNA-CTB ds Hl de timo de teme
ra en EDTA 1mM, fosfato sddico 1mM, pH 7.0 y concen
traci6n de DNA 0,030 mg/ml, para las distintas rela

ciones, r, indicadas.
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TABLA XVITI: Datos de Tm y contribucién de cada transicién (en %) para

complejos DNA-CTB.

r ne transiciones  Tm(°C) (%) .™m("c) (%) (%) (%)
Q 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
8.8 - 3 72.0 20.9 82.8 29,6 90.5 45,5
1.0 =) 87.0 38.2 90.0 61,8 - -
1.2 1 89.3 100.0 - - - -

TABLA XIX: Datos de Tm y contribucién de cada transicién (en %) para
complejos DNA-TRC

[a) o]
r Tm(c) (%)  Tm(C) (%)
55.0 670 61.4  33.0
1.0 §7.0  46.1 63.9  53.9
2.0 60.5  45.6 67.1  54.4
2.0 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 fraccién CT8, sin llegar a adnptar una confor
macién especial, y con Tm entre 62.0 y 72.0°C. Ls transicién intermedia
(entre 77 y aa”c) que tiene en amsos casos aproximadamebte la misma contri
buciéh de 29%, podria deberse a las regiones gue limitan las dos anterior

mente citadas,

Por tltimo, en la figura 37 y tabla XIX ' se muestran las
curvas y datos mds significativos de desmaturalizacién térmica de comple-
Jos DNA-TRC. Como se ve el comportamiento de la regién globular ds la mg
lécula al unirse al DNA es completamente distintc al observado para la
histona Hl nativa.y los fragmentos CNSS y CTB. Par empezar,se necesitan
relaciones micho mayores entre proteina/DNA para poder estabilizar de for
ma apreciablé el DNA. Este hecho hace suponer una afinided del TRC muy
baja por el DNA. Cuando se aumenta r la transicién se va desplazando a
temperaturas mayores aunque muy poco, y conservando la relacién entre las
' dos trensiciones del ONA, si bien la transicién de 61.4 gue representaba
un 33% pasa a ser de aproximadements S0%. Todo este comportamiento es
bastante similar al que se producirifa en sl DNA al aumentar ligeramente
la fuerza iénica y en conjunto se'puede considerar una transicién monofi
sica. Asi pues, se puede daducir que el TRC se une de forma sumamente
debil al DNA; lo hace de forma inespecifica, incluso a zonas posiblemente

ricas en GG, ' .

Como puede observarse de la comparacién de los resultados
expuestos en los apartados 3.5.1. y 3.5.2. no parece gque se puecda deducir
el comportamiento de la histona nativa por adicién del comportamiento de
{a regién C-terminal y la regién globular, Este hecho se podria deber, en
principio, a la falta de la regién N-terminal, gue representa el 16% de la
molécula., Al no tener aislada esta regién no se ha podido comprobar este
heehn, pero todo parece indicar que la situacién no fuera a variar mucho,

y el compartamiento de la‘histona no se pueda deducir de la adicién de com
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Figura 37. Curvas derivadas de las curvas de desnaturalizacién
térmica de cnmplejos DNA-TRC de Hl de timo de terng
ra en EDTA 1lmM, fosfato sfidico 1lmM pH 7.0 y concen-
tracién de DNA 0.030 mg/ml, para las distintas rela

ciones, r, indicadas.

»
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portamientos de las regiones N-terminal, globular y C-terminal, El data
que estd mids a favor de esta hipétesis es el hecho de que el frzgmento
CNBS, pese a no poseer la zona N-terminal, reproduce y llega a superar sl
comportamiento de la histona nativa. La causa de esta diferencia radica
en el papel de la regién globular. S5i bien esta regién tiens una afinidad
muy baja por el DNA, como demuestran las curvas de trensicién de complejos
DNA-TRC, el hecho de sestar unidos covalentements a la regién C—terminal

le confiers una caracteristica especial a la asociacién, en tanto en cuan
to el hecho ds que se una la regién C-terminal al DNA condiciona que al
lado se una la regién globular. €Esto hace que, la regién globular libre,
de lugar a una transicién distinta que cuando se encuentra unida a la rg

gién C-terminal,

Por Gltimo, comparando los resultados de los complejos
DNA-H1 y DNA-CTB, cabria conferirle a la regién globular un papsl modera
dor en la unién y quizés en el mantenimiento de la superestructura citada.

Por otro lado, se han realizado complsjos, en laa mismas
condiciones, con las regiones C-terminal y globular de la Hlce, Los re-

sultados, no mostrados, son semejantes gue los obtenidos con sus homélo-

gas de timo de termera

3.5.3. Histona Hlcc y agregedos.

Como se vié sn el apartado 3.3.3. el estudio sstructural
hecho por DC de los complejos DNA-Hlcc, BGl, BG2 y BG3 apuntaba algunas
diferencias en cuanto a la capacided de induccién de estructuraPSI de los
distintos agregados, referida a la histaona nativa., También se apuntaba
sn el citado apartado la posible importancia gque este hecho pudieras tener
a nivel de cromatina., Por tanto, parece importante sl hacer uh estudio pa
ralelo de la estabilidad de estos complejos con el fin de poder resaltar

las posibles diFerenciaarsi las hubiera.



- 141 -

Los complejos se realizaron en las mismas condiciones expe
rimentzles descritas al comienzo de este apartado (3.5.). Las relaciones
proteina/DMA fueron de D,<0.4, 0.8, 1.0 y 1.2, no producien&ose precipita
cién en ninguno de los cuatro, En las figuras 38, 39, 40 y 41 se muestran
las curvas derivadas de los perfiles de transicién térmica de estos cuatro
complejos a lasrelaciones indicadas. Asi mismo, en la tabla XX sd deta-
1lan los valores de las temperaturas de transicién con sus contribuciénes
relativas. A primera vista se observa que en general las fracciones BGl
y BG2 estabilizan menos el DNA gue la histona nativa. Por otro lado, 1la
fraccién BG3 estabiliza el DNA de forma parecida a la Hl, aungue también
ligeramente menos, Par r = 0.4 el comportamiento de los cuatrc complejos
resulta similar. Aparecen dos transicones, a aproximadamente 60 y BGOC,
con contribuciones entrs 40 y 60%. Si bien hay gue relaaltar que la frac
cién BGl presentz una transicién intzrmedia a 66.5°C oue representa un
35%, Para r = 0.8 las diferencias se acentdan mis, separandose en dos gru
pos. Los complejos con Hl y BG3 presentan una fransicién mayoritaria (80-
96%) a 80°C y 1a otra, de poca contribucién, a 69°C aproximadamente. Par
otro lado, a esta relacién los complejos con BGl y BB2 presentan todavia
una transicién a 6408. Para r = 1.0 el comportamiento de los cuatro com
plejos es diferente. Por una parte en la histona nativa aparece. una tran
sicién a 88.600, con contribucién de 54.2%, mientras que esta transicién
es s6lo del 19.2% en el complejo BG3,no ha aparecidoadn en los otros dos
éomplejos.‘ Por dGltimo, cuando la relaciédn es 1.2, las diferencias se acen
tdan. Hay que resaltar que a esta relacién el complejo con B8Gl todavia
presenta un 21.0% gue funde. =z 73.100; mientras qud a BQ.SDC s6lo funde el
15.1%. Estas dos transiciones representan en el BG2 el 7.3% y el 38.6%,

es decir, estabiliza ligeramente mds el DNA gue la fraccién BGl.

Del an&lisis 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 fracci6n BG3, que tiene un puente disulfuro intracg

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 desnaturalizacién
t&mmica de complejos DNA-Hlcc en EDTA 1mM, fosfato
sédico 1mM, pH 7.0 y concentracién de DNA 0.030 mg/ml

para las distintas relaciones, r, indicadas;
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Figura 39. Curvas derivadas de las curvas de desnaturalizacién
térmica de complejos DNA-BGl en EDTA 1mM, fosfato
s6dico 1mM, pH 7.0 y concentracifn de DNA (.030 mg/ml,

para las distintas relaciones, r, indicadas.
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Figura 40. Curvas derivadas de las curvas de desnaturalizacién »
térmica de complejos DNA-BG2 en EOTA 1mM, fosfato
sédico lmM, pH 7.0 y concentracién de DNA 0.030 mg/ml,

para las distintas relaciones, r, indicadas.
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Figura 41. Curvas derivadas de las curvas de desnaturalizacién
térmica de complejos DNA-BG3 sn EDTA 1mM, fosfato -
s6dico 1mM, pH 7.0 y concentracién de DNA 0.030 mg/ml

para las distintas relaciones, r, indicadas.
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DNA, aunque es ligeramente inferior a la de la histona nativa; segdndo,

la fraccién 8G2, dimero, prssenta ya demasiado tamafio como para poder for
mar la superestructura dei DNA referida en apartados antsriores, que hacia
gue no se desnaturalizara hasta los BQGG, por lo menos en cantidad aprecia
ble; y por Gltimo, el multimero BGl presenta un gran impedimento estérico
a la hora de la intersccién, que dificulta adn méds la induccién de la ci-
tada superestructura en el dimero. Ademés, estos resultados estan de acuer
do con los obtenidos al realizar el estudio cinético de formacién de los
complejus en presencila de sql y su capacidad de inducir estructura PSI .
(apartados 3.3.2. y 3.2.3., respectivamente). Alli se veia que los dis-
tintos agragados de Hl se podian ordenar segin su capacidad de inducir
dicha estructura de la siguiente forma: BG3I>BG2>B8Gl.

Estas caracteristicas antes mencionadas podrian tener un
 significado estructural o funcional en la cromatina del insecto, ya que
la oyddacién de las histonas provocaria un cierto grado de relajamiento
de la fibra de cromatina como consecuencia de la menor interaccién de la

Hl oxidada con el DNA.

Por dltimo, s6lo hacer un comentario en cuanto a la compara

cién de los complejos de Hl de ternera y de Ceratitis capitata con DNA,

Como se puede observar de la comparacién dd las figures 34 y 38 asi como
de las tablas XVIy XX, la histona Hl ds timo de ternera interacciona, en
general, ligeraments de modo mds fuerte con el DNA que su homéloga de in-
'secto. Este dato vendrfa a abundar en lo ya observado per DC en el apar
tado 3.2.1.

A la vista de los resultados de desnaturalizacién térmica,
tratados a lo largo de los apartados 3.5. y 3.6. se ha propuesto 3l si -
guiente modelo con el fin de ilustrar, en lo posibls, el compartam;antn
de los complejos frente a_la citada técnica, e intentar extrapolar, tam-

bién en lo posible, para justificar el comportamiento en DC.
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En la figura 42 se muestra el modelo indicadu. Como se
puede apreciar, para relaciones bajas de r, i.s. 0.2, la cantidad relati
va de protefna no es suficiente para saturar el DNA, permansciendo regig
nes libres gue darfan cuenta de la transicién Tml de s6°C (vér figura 34
y tabla XVI para complejos ONA-Hltt, y siguientes para otros complejos).
Por otro lado, como se dijo, la histona interaccionaria con sus regiones
polares con el DNA, estabilizéndolo hasta aproximadamente 75-80°C (Tm3}.
Por Gltimo, el hecho de que la regién polar interaccione fuertemente con
el DNA obliga, de algdn modo, 8 la interaccifin de la regién globular de
la molécula con una zona fija del DNA, impidiendo gue se desplace a lo
largo de la doble hélice, como acurre cuando dicha zona globular se sn -
cuentra libre, y, por tanto, estabilizando dicha 2zona., Esta estabiliza -

cién daria cuenta de la transicién Tm2, a aproximadamente 50°C.

v Cuando la relacifn es r= 0.4, ya hay suficiente cantidad
de proteina, como se vié, para interaccionar con todo el DNA. Este hecha
Justifica la desaparicién de la transicién Tml de 5600, puesto que ya no
queda DNA libre. Por tanto aparecerdn dos transiciones, una mayoritaria,
Tm3, entre 75 y BDDQ correspondiente al ONA estabilizado por las régiones
polares y otra, Tm2, de menor contribucién, a 60°C correspondiente a la

interaccién con las regiones globulares.

A partir de r= 0.4 el ndmero de residuos de proteina es su
perior al de DNA. Asi, para r= 0.8, el contenido en proteina es aproxima
damente el doble que el contenido en DNA, En estas condiciones la interac
cién més fuerte (regiones polares) desplaza a la interaccién m&s débil
(regiones globulares). Como la regién C-terminal es aproximadamente el -
50% de la molécula, a esta relacién con s6lo las regiones C-terminales se
podria estabilizar todo el DNA, dando cuenta de la transici6n Tm3. Ahora
bien, en este caso no se ha contado con las regiones N-terminales que -

muy bien podrfan interaccionar a su vez con otra cadena de DNA, empezando

»
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Figura 42. Modelo propuesto para Jjustificar las dist;ntas tran-
siciones térmicas de los complsjos DNA-Hl, para las
distintas transiciones indicadas (°C): Tml = 56; Tm2
= 60; Tm3 =« 75-80; Tmd4 = 85; TmS = 90,
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a formar ya algo de complejos formados no por asaociacién simple de his-
tona al DNA sino por asociacién de complejos DNA~histona. La Fnrmagién
de estos complejos justificarfan la estabilizacién m&s aun del DNA, dan

do cuenta de la transicién Tma (aproximadamente a BSDC).

Por Gltimo, cuando la relaci6n de proteina/DNA es mayor
aun, empezarian a cobrar importancia las interacciones hidrofébicas his
tona-histona, por sus regiones globulares, pudiendose consolidar asi,
la superestructura que ya habfa empezado a producirse a r= 0.8. Esta ma

yor estabilizacién da cuenta de la transicién Tm5 a 90°C.

El complejo asi formado darfa lugar a las particulas to-
roidales observadas por microscopia electrénica en medios de fuerza ibni
ca mAs elsvada, ya que este hecho favoreceria la interacci6n hidrofébica
histona-histona en "clusters" cerrados y rodeados de DNA. Contando con
el tamafio de persistencia del DNA, es, desde este modelo, completamente
l6gica la formacifén de estructuras toroidales, con la histona por dentro
del toroide e interaccionando con sus colas polares con el DNA que trans

curriria envolviendo este anillo.

Los resultados cobservados con los dominios conformaciona-
les de la histona Hl también'se pueden adaptar, légicamente, al modelo
propuesta. El1 fragmento CNBS, preaesenta un comportamiento en todo similar
al descrito para complejos con Hl intacta. De acuerdo con la estructura
de este fragmento, que contiene casi 8l 50% de la regién globular {como
ya se discutif ampliamente en el apartado 3.2.2.} el planteamiento del
modelo seria el mismo exceptuando que el hecho de’qua la regién globular
sea la mitad y que no exista la regiéfn N-terminal, le confieren mayaor ac
cesibilidad al DNA, hecho que justifica el que a una misma relacién sea »

mayor la capacidad de estabilizar el DNA o de inducir superestructura,

para el CNBS que para la histona intacta (comparar las figuras 34 y 35 o
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las tablas XVI y XVII).

» Para los complejos GCT8 vale todo lo dicho excepto que -
aqui, al no poseer regién globular, la interaccién hidrofébica descrita
por 8l modelo no debe jugar un papel muy importante, aunque si necesario,
pues como se ha apuntado en la introduccién los polipéptidos completamen
te polares (como poli-Lys) no inducen este tipo de superestructura en el
complejo., Por otro lado la no sxistencia de la regién globular Justifica

el que a r= 0.2 no se dé la transicién Tm2 (figura 36 y tabla XVIII).

Los resultados observados para los complejos formados con
Hlcc y sus fracciones agrsgedas se pueden contemplar pngectsmenta a la
luz del presente madelo; Eua Jjustificaria, por un lado, la gran simili -
tud en cuanto al comportamiesnto de los complejos con Hltt y Hlee, y por
-otro. lado las psquefias diferencias obsgrvadas antra.los compléjas con -
Hlec y sus fracciones agregadas. En esfe Gltimo caso, resulta evidente
‘8l que a relaqiones bajas las diferencias ssan menores todavia, pues, co
mo ya se dijo, la pruteina_no encuantra gran impedimento para interaccig
nar con sl DNA, Ahora bien, a relaciones aitas la interaccién histona-
histona y la formaciéfn de la citada estructura compacta se ven mAs impe-
didas en los agregados BGl y BG2, comoc se abserva en sus respectivos psr
files de desnaturalizacién térmica (Figqras 39 y ag), debido al mayor vg
lumen de estos complejecs. Y, por Gltimo, quizd la pérdida en parte de la
sstructura globular del agregado intramelecular BG3 dificulte la interac
cién hidrofébica, ocasionands, asi, una mayor dificultad en la formacién

de la supersstructura del complejo.
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3.6. AJUSTE DE LAS CURVAS DE TRANSICION TEFMICA

Tal como se comentd en el apartado 1.5.2., el ajuste de
curvas de transicifn térmica, segin el modelo alli detallado, permiten el
cdlculo de toda una serie de pardmetros sumamente interesante en la asocia
cién de ligandos al DNA, Con este fin se ensay$ este precedimiento en los
comple jos que proporcionaban curvas de transicidn més simples; tal es el

caso de los complejos DNA-TRC

3.6.1. Célculeo de los pardmetrgs termodindmicos y de cooperatividad del

DNA utilizado.

Para alcanzar los objetivas antericrmente expuestos es pre
ciso, como paso previo, definir completamente el DNA utilizado. Pars ello
se hace necesario conocer el AHSO, ASZ , Tmy o del DNA del timo de

ternera en el medio en el cual se han formado los complejos.

Aungue el AFQ se puede calcular calorimetricamente y cg
nocieddo este valor, junto con la Tm, calcular Asz , alternativamente se
puede conseguir el valor de ambos pardmetros por ajuste de la curva de traﬂ
sicién del DNA libre. En el presente caso la curva de transicién no es
rigurosamente monofésica, ya que se trata de un DNA nativo con peguefas

heterogeneidcdes en su molécula,

En este sentido se ha realizado el ajuste para las dos tran
siciones mayoritarias y para el conjuhto considerado como una Gnica tran-

sicién. E1 métodoempleado se descrioié 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 tedricas y expg
rimentales para su comparacién;~_Como se puede observar en dicha figura el
ajuste es bﬁstante bueno en la regién prdéxima a laTm, pero empieza a des—

viarse en los extremaos., Esto posiblement= sea debido a que no se c mple

»
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Figura 43. Curva de desnaturalizacifn térmica de DNA sonicado,
en EDTA 1mM, fosfato sédico 1mM, pH 7.0 y concentra
cién de DNA 0.030 mg/ml { trazo continuo), junto con
los puntos correspondientes al ajuste tefrico median
te el programa GENARA, con los parimetros indicados

en el texto (a).
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extrictamente la ley de Van’t Hoff. En la tabla se ve que la concordancia
entre la Tm teérica y,expefimantal en todos los casas, con una désviacién
méxima de 1.1°C, y el error del ajuste es pequefio. Los valores de ASZ

resultaron muy similares en todos los casos y parecidos a 1los descritos

por Scheffler y Sturtevant (1969) para poli d(AT). Este resultado no es
de extrafiar ya cue la pérdida de libertad rotacional en todas las hases
como consecuenclia del apilamiento es muy semejanta; En cambio el incremen
to de entalpfia difiere ligeramente en los distintos ajustes y son superig
res al caso ﬁenciunado anteriormente. Indudablemente en el mayor valor

de AHZ influyen tante efectos composicionales como del medio en el cual
el DNA se encuentra disuelte. En este ceso el contenido en GC del DNA del

timo de ternera aumentaréd el AFQ, y como consecuencia la Tm.

ta variacién mas significativa con respecto al poli d(AT)

. se obtiene en el valor del parémetro g, qua‘Frente‘a‘10f4‘para el caso
anterior, aparece incrementado en un orden de magnitud para el DNA de ti-
mo de ternera. Como se comenté en la Introducci6n este pardmetro da cuen
ta de la cooperatividad de la transicidn, y estd intimamente relacionado
con la pendiente de la curva de desnaturalizacién en la Tm. El1 hecho de
que aparszca menos cooperativid d en DNA de timo de termera que en poli d-

(AT) es sxplicable en razén de la teterogeneidad molecular del primero.

3.6.2. Ajuste de los complejos GNA-TRC.

El métod de ajuste utilizado considera la actividad del
ligando 1libre, L, constante durante toda la tramnsicién. Por esta rezén
se han ajustado los complejos ONA-TRU, ya que dada la baja afinidad de es
ta regién con el DNA cabe pensar gque la constante intrinseca de asociacién
sea muy pequena, pudisndose hacer la simplificacién dd considerar la can-
tidad de ligando libre practitamente igual a la cantidad de ligando total

y, por tanto, constente d;ranta toda la transicién. Efectivamente McGuee
(1976) comprobé que esta simplificacién es védlida, Un método alternativo

conaiste en realizar la traznsicién frente a un reservorio infinito de 1li-
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garndo, pero no a podido realizarse por imposibilidad experimental.

Los complejos ajustados. par8ste mé&todo han sido los corrég
pondientes a las relaciones 1.0, 2.0, 3.0 y 4.0. Con el fin de facilitar
el ajuste se ha supuesto una transicifn monofésicz en todos los casos.
Esta suposicién no conlleva gran error, pues como se puzde apreciar en la
figura 37 en todos los casos es pasible considerar una dGnica transicién,
Las concentraciones de ligando total utilizadas han sido de 1.9 x 10-6,

— -6 -6
3.9 x 10 6, 5.8 x 10 y 7.8 x 10 M. Con estos valores el mejor conjun

to de pardmetros gque permiten el ajuste de los cuatro complejos simultanea
1

' ®h h
resto de los paridmetros no tienen sentido., En la figura 44 se musstran

mente ha sido: Kr‘= 0.1a M =4 pby w =1.4 jresultando Kc 2 0, el
las curvas experimentales con los puntos calculados por el ajuste teérico.
Como puede observarse, de nuevo, la desviacién de la curva es mayor segin

se separan de la Tm.

El bajo valor de Kh explica la apariencia monofdsica de las
curvas, McGhee (1976} ya discutié la influencia que la Kh posee sobre la
aparicib6n de polifasicidad; Ello se confirma en el caso del Tﬁc; y algunos
aspectos de estos resultados ya se han discutido en el apartado anterior:
Los c&lculos aqui presentados ratifican lo alli dichn: La Tm se desplaza
hacia temperaturas superiores al aumentar r, pero las curvas apafecen mo-—
nofésicas; debido a la libertad que debe tener la molécula para desplazar-
se a 1o largo del DNA: Por otra parte; gl bajo valor de la cooperatividad
de unién del TRC al DNA (wh); no modifica sustancialmente estos resultados.
Para conseguir curvas polifdsicas con bajo valor de Kh es necesarin que h
alcance valores mds elevados {McBhee, 1976)..

La situacién es completamente distinta cuando el TRC se en-
cuentra unido covalentemente al resto de la proteina, como es el caso de-~
la Hl intacta. Esta situacidn en el sistema se comporta como si existiera
un w,_ muy &lto, ya gue all4d donde se asocie la parte C y N-terminal de la

h

molécula, que deben tener un elevado valor de Kh’ necesariamente debe unir-

»
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Figura 44. Curvas de desnaturalizacifin térmica de complejos
DNA-TRC de Hl de timo de ternera, en EDTA 1mM,
fosfato sddico 1mM, pH 7.0 y concentracién de DNA
0.030 mg/ml, junto con los puntos correspondien-
tes al ajuste tefrico mediante el programa SIGMUND,
segln el modelo de McGhes (1976), para las rela-
ciones r : (v) 1.0; (e) 2.0; (4) 3.0; (a) a.0.
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se tambien la regifin globular, no pudiendo discurrir libremente, como en
el caso anterior, a lo largo del DNA:' £11o hace que aparezca una transi-
cién correspondiente a dicha regién glnbular: que no altera la Tm al au-
mentar r, sino unicamente su contribucién relativa con respecto al DNA 1i-
bre: No obstante se ha demostrado que incluso en la molécula intacta de
Hl; la interacién de la regién globular con sl DNA es bastante relajada,
mientras que las partes N'y C-terminales de la molécula se encuentren al-

tamente inmovilizadas (Lawrece et al., 1980).

El valor de ﬁh resulta bastante rezonable, ya que la molé-
cula total se cree que; aproximadamente; cubre 20 ph, del nucleosoma; sien-
do la mayof parte de ellas pcupadas por las regiones pnlares; que son las

méds extendidas y las que poseen la casi totalidad de los residuos bdsicoé:

»
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El presente trabajo ha tenido como finalidad conocer més a

fondo la interaccién de la histona H1 con el DNA, y asignar, en lo pusible;

a cada uno de los dominics estructurales de la molécula su papel en dicte

interacciin a la hora de formar los complejos. A lo largo de las investi-

gaciones detalladas en esta memoria se pueden deducir las siguientes con-

clusi

1l.-

20_

ones:

ta interaccién de la histona H1 con el DNA provoca cambios apreciables
en el espectro conservativo del DNA en dicroismo circular: Estos cam-
bios espectrales son consecuencia de la formacién de la estructura

PSI.

La proporcién de estructura PSI formada, depende criticamente de la
fuerza iﬁnica; concentracitn de DNA y relacién proteina/DNA; incre-
mentandose esta estructura considerablemente al aumentar sobre todo

estos dos Gltimos factores.

El tamafio del DNA. afecta profundamente la formacién de estructura
PSI. De este modo; al disminuir el tamafio del DNA, concretamente
mediante sonicado, se ha llegado a inducir grandes contribuciones

de esta estructura, incluso a bajas relaciones proteina/DNA.

4.~ La nitraciin especifica de las tirosinas de la histona H1 no modi-

fica sustancialmente la capacidad de induccién de estructura PSI
de la molécula. Teniendo en cuenta que esta modificacién covalente
altera considerablemente la regién globular de la histona Hl, se
deduce que esta regién no debe jugar un papel decisivo en la for-

mzcién de dicha estructura.

La digestidon triptica de complejos DNA-Hl, lleva a la desaparicién L
de la estructura PSI, aun en aquellos estadios de la digestién en
los cuales todavia la regién globular no se ha hidrolizado, Estse

hecho viene a confirmar la conclusifn anterior.
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ta regifn C-terminal de la molécula de Hl, por separado, presenta
mayor capacidad de inducir estructura PSI que la histona intacta en
la misma proporcién. Esto se puede interpretar comoc que la regién

globular Jjuega un posibls papel modulador en dicha capacidad.

El estudio cinético de la induécibn de estructura PSI, tanto por Hl
como por los distintos frggmentos C~terminales; pone de manifiesto

la existencia de al menos, dos procesaos distintos en este cambic eg
tructural. Estos procesos pueden corresponder con un primer paso rd
pido de formacién de estructuras compactas desordenadas y un segun-
do paso mds lento correspondiente a la ordenacién des estas estructu

ras,

tas cinéticas de formacifn de estructura PSI con DNA de gran tamafio

y DNA sonicado aparecen diferentes: Por otro lado sl fragmento CNBS

9.~

10.~

induce la estructura'PSI més rdpidamente que la histona intacta y
que el fragmento CTB, en las mismas condiciones, Este hecho ipdica
que la regién glabular ejerce un papel modulador en el proceso, pe-

ro es necesaria la presencia de taoda esta regién.

La digestién con nuclemsa de micrococo de los complejos formados con
DNA-H1tt pone de manifiesto la existencia de una cierte resistencia
a la digestidn, en los complejos con r superior a 0.3. Este hecho
asté relacionado sin duda con la existencia de las sstructurms com-

pactas detectadas con microscopic slectrénica,

La desnaturalizacifin térmica de los complejos muestra distintos gra
dos de estabilizacifin del DNA, poniendose de manifiasto, en condicig
nes en qua sl DNA no se encuentra saturado, tres transiciones corres
pondientes al DNA libre, DNA estabilizado por la regién globular y
DNA estabilizado por las rsgiones polares, habiendose calculade laes

pofcantajes relativos de cada transicién;
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1l.- En condiciones tales que el DNA esté sabresaturado de histona o frag-
mento correspondiente a la regién C-terminal, aparece una transicién
mayoritaria, de alta cooperatividad a temperatures comprendidas entre
B5 y 92 eC, Esta transicién se ha asignado a la formacién de una
superestructura en 8l complejo que conduce a una gran estabilizacidén

del DNA,

12.- E1 comportamiento del TRC aislado difiere considerablemente del ob-
sarvado cuando forma parte de la molécula intacta de H1: Esta di-
ferencia se debe a la muy distinta cooperatividad en la unifén de es-
ta regién al DNA cuando hace de forma aislada y formando parte de la

molécula de Hl.

13.- E1 ajuste tgérico de las curvas de transicién térmica de los comple-
jos DNA-TRC, segin el modelo de Ising proporciona las siguientas'va-
lorss para los pardmetros principales de la asociacién: Kc=0.,

Kh= 0.14 , np= 4 y wp= 1§n Estos 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 ternera y Cerati-
tis Capitata ), frente a los estudios descritos anteriormente, es
muy similar. Aunque se ha puesto de manifiesto que, en gensral to-
dos los efectos estructurales, cinéticos y de estabilizacién térmi-
ca sobre el DNA, se encuentran ligeramente incrementados en el caso

de la Hl de timo de ternera con respecto a su homélogo de Ceratitis

cpitata,

15.~ El estudio comparado de las distintas regiones'de la molécula pone -

de manifiesto, la no aditividad de sus efectos, respecto de la mo-

lécula intacta:
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16,- Asi mismo, el estudio comparado, desde &l punto de vista cineticn;
estructural y de estabilidad de los complejos formadqs_por las dis-

tintas fracciones oxidadas de la histona Hl de Ceratitis Capitata,

lleva a concluir, gue la oxidac;ﬁn de dicha histona hace disminuir
todos los afectos'estructuralas. cinéticbs y de estabilidad tér-

mica sobre sl DNA, formando complejos posiblements mas ralajados:

17.- E1 efecto comentudo en la conclusién anterior, podria tener gran

jmportancis a nivel de la sstructura de la cromatina del insectos
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RESOLUCYON DE LA ECUACION DE TERCER GRADO

Sea la ecuacién general

-3 2
X 48y x +8) X+a,= o

donde el coeficiente de x3 ha de ser la unidad; en caso de que nc sea
asi, se divide por dicho coeficiente toda lea ecuacién:

81 @, # 0 hacemos el cambio x = y ~ 85/3 (1)
Sustituyendo

(y - 32/3)3 + a, (y - §2/3)2 +a; (y - 32/3) +a,=0

Simplificando

3
y +py+a=0

donde

, 1 2 2 3 1 o4
P=ay +5 8y 9= z7 %" 3 At

( Si d- b ia‘soiuéidn és‘triviai y‘si ﬁ -.O‘tahbiéﬁ.

Pera q A D y p # O hacemos el cambio y = z - p/3z (2)
Sustituyendo
2 3 p
‘z' 3| t° (z" :37_)*“'0
operando

3
6 3 p
2 +qgz - >

3 =0
z
3
6 3 p
d e -
es .decir z +qgz 55 0
haciendo un nuevo cambio z° = t (3)

resulta una scuacifn de segundo grado en t
3
2 p
t t - —— =
+aq > o

cuyas soluciones son
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2 4 p
—c + - =t
g t\/a >

2

t =

Las dos soluciones de esta ecuacifn, gue pueden ser complejas, al desha
cer el cambic (3} proporcionan seis soluciones {contando de nuevo con
las soluciones complejas), que al deshacer los cambios (2) y (1) propor

cionan seis soluciones que deben ser siempre iguales dos a dns;

»
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