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1.PARTE TEORICA

1.1. INTRODUCCION

T1.1.1. DEFINICION DE HISTONAS

Las histonas son proteinas bdsicas que se encuentran
asociadas al DNA, en algin momento del ciclo celular.

Esta definicién no hace, deliberadamente, ninguna
distincién entre histonas y protominas. Aunque parece existir una
diferencia real entre la funcién de las protefnas bdsicas asocio--
das al DNA del nicleo de las células somdticas -histonas- y lo
de aquellas asociadas al DNA del nicleo de los espermatozoos -pro
taminas-, sin embargo no es posible establecer una distincién més
rigida, basada en el anélisis de aminodcidos, ya que las protefnas
de espermatozoo de diferentes especies presentan una considerable
" variacién en su composicién.

Por otro lado, la anterior definicién trata de cu---
brir los hechos de que las histonas pueden separarse del DNA en al
guna etapa del ciclo celular y que pueden no estar confinadas ex--
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clusivamente en el nicleo, especialmente durante su sintesis.

Parece, por consiguiente, que esta definicién, aun--
que un tanto provisional, no puede mejorarse en tanto las funcio--
nes de estas protefinas no se determinen totalmente.

1.1.2. INTRODUCCION HISTORICA

La investigacidn de las protefnas bdsicas del nicleo
celular comenzé en 1874, cuando Friedrich Miescher descrubrid en
el esperma de salmén, una combinacién de una sustancia écida -pos
teriormente llamada 4cido nucleico- con una base orgénica a la
que llamé protamina (Miescher, 1874). Albrecht Kossel (1884), en
una investigacién semejonte con eritrocitos de ganso, encontré que
el material bésico asociado al &cido nucleico era més complejo que
la protamina. Kossel aislé esta sustancia bdsica por extraccién de
nicleos con écido clorhidrico diluido, y propuso para ella el nom-

bre de histona,

Stedman y Stedman (1950) fueron los primeros en de--
mostrar que la histona no era una protefina homogénea. Al precipi--
tar, selectivamente, sulfato de histona con etanol, obtuvieron
fracciones que mostraban diferencias en su contenido en arginina y
lisina, y las designaron como "histonas principales" -ricas en
arginina- e "histonas subsidiarias" -ricas en lisina-. Ya estos
avtores sugirieron que las histonas eran, de hecho,‘una mezcla de
proteinas de propiedades similares.

En 1955, Crampton, Moore y Stein describieron un mé-
todo para el fraccionamiento de histona por cromatografia en Amber
~ lita IRC 50 (Crampton y col., 1955). Esta fue la primera vez que
se logré la separacién de componentes de histona usando una resina
cambiadora de iones y, aunque sélo pudo ser eluido el componente
menos bésico, constituyd un avance importante en los métodos de
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fraccionamiento de histonas. En 1956, dos grupos de investigadores
publicaron los resultados satisfactorios obtenidos al eluir toda
la histona aplicada en columnas de resinas cambiadoras de iones.
Davison y Shooter (1956) usaron carboximetilcelulosa, y Luck y
col., (1956) utilizaron Amberlita IRC 50, y eluyeron las histonas
con disoluciones de cloruro de guanidinio. Ambos procedimientos,
posteriormente modificados, han supuesto métodos convenientes de

fraccionamiento de histonas.

Muchos grupos de investigadores dirigieron su traba-
jo a la preparacidn y el fraccionamiento de histonas, caracterizén
dolas principalmente por el anélisis total de aminolcidos, y nom--
brédndolas de muy diferentes formas. La comparacién entre las dife-
rentes fracciones era dificil, debido o que el anflisis total de
aminodcidos, por si solo, daba poca informacién acerca de las com-
plejidades relativas de las fracciones obtenidas. La ultracentrifu
gacién y la electroforesis libre daban, igualmente, pobre informa-
cidén acerca de este punto.

La situacién se clarificé considerablemente con la
aplicacién de dos nuevas técnicas a la caracterizacién de histonas.
Neelin y Connell (1959) demostraron que las histonas podian sepa--
rarse por electroforesis en gel de almidén, lo que hacfa posible
la comparacién de mezclas complejas. Por otra parte Luck y col.,
(1956) y Phillips (1958) caracterizaron las histonas por medio del
andlisis del residuo N-terminal. Estas dos técnicas, modificadas
en muchos casos por otros investigadores, han demostrado ampliamen
te su uvtilidad para la distincién y comparacién de las muchas frac

ciones obtenidas.

Hoy en dfa, con la utilizacién de todas las técnicas
de que se dispone, las fracciones de histonas pueden ser lo sufi--
cientemente caracterizadas como para poder llevar a cabo compara--
ciones significativas, y esté claro que sélo existe un nimero limi
tado de fracciones principales de histonas, probablemente menos de
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10, aunque también hay que admitir la existencia de componentes se-
cundarios, de pequefios cambios en la secuencia, y de modificaciones

metabdlicas.

1.1.3. FRACCIONES DE HISTONAS

Las histonas son una familia de proteinas muy simila-
res que pueden agruparse en cinco fracciones principales, cada una
de las cuales representa, aproximadamente, el 20% de la histona to-
tal (Johns, 1967 a). Estas cinco fracciones parecen existir en to--
das las células sométicas de mamiferos, peces, aves y plantas exami
nadas, en proporcién notablemente constante y en una relacién de ma

sa histona/DNA de aproximadamente 1:1.

Normalmente se clasifican atendiendo a la proporcién
relativa de lisina y arginina (Lys/Arg) en su composicién. Existe
una fraccién muy rica en lising, denominada F1, otra moderadamente
rica en lisina, F2B, dos fracciones ricas en arginina, F2Al y F3, y

una intermedia, F2A2.

Ademés de estas cinco fracciones principales, se ha
encontrado una sexta variedad -F2C- asociada en la cromatina de
eritrocitos nucleados (Neelin y col., 1964; Edwards y Hnilica, 1968)
y en eritoblastos de pollo (Sotirov y Johns, 1972). Recientemente
se ha aislado una proteina soluble en Gcido, de movilidad electrofo
rética similar a la de F2C, a partir de higado (Nelson y Yunis,
1969) y de cristalino (Johnson y Rothstein, 1970) de rana. En la Ta
bla I se recogen las propiedades y los sistemas de nomenclatura més
vtilizados para las fracciones individuales de histonas.

Actualmente se conoce que cada una de las cinco prin-
cipales fracciones de histonas posee alguna microheterogeneidad re-
sultante de pequefias diferencias en tamafio y carga. Esta heteroge--
neidad puede deberse a pequefias variaciones en la estructura prima-
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TABLA I

Caracteristicas y sistemas de nomenclatura para las

principales fracciones de histona.

Nomenclatura

Descripciﬁn Lys/Arg Pm
N (2 (3 '
Ricas en F1 1 KAP  21.0 (4) 21.000 (4)
lisina. | o
FX Vv -  23(56) 16.000 (5)
F2B IIb2 KAS = 2.50 (7)  13.774 (7)
Intermedia F2A2 1IIbl LAK 1.17 (8,9) 14.003 (8,9)
Ricas en = F2A1 1V GRK  0.79 (10)  11.279 (10)
arginina
F3 II1 ARE - 0.72 (1) 15.324 (11)
(1) Johns y Butler (1962 a) "~ (7) Iwdi y col. (1970)
(2) Rasmussen y col. (1962) (8) Sautiere y col. (1972)
(3) Huberman (1973) ~ (9) Yeoman y col. (1972)
(4) Bustin y Cole (1969) (10) DeLange y col. (1968)
(5) Champagne y col. (1970). (11) DeLange y col. (1972)

(6) Edwards y Hnilica (1968)
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ria, como en el caso de la histona F1, o a modificaciones enziméti
cas de las cadenas laterales de algunos aminodcidos de las molécu-
las de histonas. Estas diferencias en estructura se discutirén més

cdelante.

Ademds de las fracciones de histonas descritas, se
ha aislado recientemente una proteina muy semejante a ellas, a par
tir de trucha (Wigle y Dixon, 1971) y de tejidos de varios mamife-
ros (Panyim y Chalkley, 1969). Es un componente menor que represen
ta 0.5-2% de la histona total. El anllisis de aminodcidos sugiere
que la proteina procedente de trucha y la de mamiferos son simila-
res; aproximadamente el 60X de los residuos son lisina, alanina y

prolina.

1.1.4. LOCALIZACION

Las histonas se han encontrado asociadas al DNA en

casi todos los organismos eucariéticos examinados hasta el momento.

Actualmente estd bien establecido el hecho de que
las bacterias no contienen histonas en las cantidades, relativas
al DNA, encontradas en organismos multicelulares, aunque existe,
sin embargo, la posibilidad de que puedan estar presentes en peque
fia cantidad (Leaver y Cruft, 1966; Raaf y Bonner, 1968). Igualmen-
te, estudios llevados a cabo sobre una especie de algas azul-verdo
sas han demostrado la ausencia de histonas en este organismo (Maki
no y Tsuzuki, 1971). \

Se han aislado histonas muy semejantes a las de mami
feros a partir de organismos unicelulares eucaribticos tales como
algas (Iwai, 1964), protozoos (Iwai y col., 1965; Pieri y col.,
1968) y levadura (Tonino y Rozijn, 1966; Wintersberger y col.,
1973; Franco y col., 1974) y esto probablemente refleje su mayor
complejidad unicelular comparada con la de las bacterias.
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Sin embargo se ha encontrado que, en algunas espe---
cies de hongos y algas dinoflageladas, no estén presentes todas
las fracciones principales de histonas. As{, Rizzo y Nooden (1972)
han encontrado, en la cromatinade dos especies de algas dinoflagela-
das, sélo el 10% de la proteina soluble en dcido existente en euca
riontes superiores. La electroforesis en gel de poliacrilamida re-
vela que aproximadamente el 80% de esta protefna tiene una movili-
dad similar a la de la histona F2Al, mientras que no aparece ningu
na banda semejante a las otras fracciones. Tampoco se han detecta-
do proteinas solubles en 4cido en la cromatina de varias especies
de hongos (Leighton y col., 1971; Dwivedi y col., 1969).

Mus recientemente, Hsiang y Cole (1973) han encontra
do dos proteinas bésicas asociadas con la cromatina en Neurospora
crassa, que se asemejan a histonas moderadamente ricas en lisina
y que representan aproximadamente la cuarta parte de la cantidad
total de histona encontrada en organismos superiores. Mohberg y
Rusch (1970) aislaron un conjunto completo de histonas de nicleos
da2 Physarum polycephalum; estas proteinas estén presentes en una

relacién de masa 1:1 con el DNA, y exhiben una imagen electroforé-
tica muy semejante a las histonas de organismos superiores.

1.1.5. FUNCION DE LAS HISTONAS

Los dos clases de proteinas cromosomales, histonas y
no-histonas, han sido objeto de estudio durante muchos afios. Hoy
se acepta que las proteinas cromosomales incluyen los componentes
estructurales y enziméticos necesarios para el mantenimiento y la
replicacién de los cromosomas. Datos recientes sugieren que algu--
nas de estas proteinas también pueden desempeiiar el papel de regu-
ladores de la actividad genética en el proceso de la transcrip---
cién. Sin embargo, la identificacién de la funcién'especifica de
cada protefna individual es un problema no resuvelto por el momento,
asi como los mecanismos moleculares segin los cuales estas protei-
nas llevaon a cabo su funcién.
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Stedman y Stedman (1951) fueron los primeros en suge-
rir que las histonas podrfan estar implicadas en la expresién selec
tiva de distintos genes. Mas tarde, Cole (1962) propuso para estas
proteinas un papel estructural, responsable del mantenimiento de la
estructura de los cromosomas eucaribéticos. Ambas hipdtesis han sido
el foco de muchos estudios que han acumulado una gran informacién
sobre muchas de sus propiedades, pero a pesar de este esfuerzo por
comprender la funcién de las histonas, todavia no se posee una cla-
ra visién sobre los papeles precisos que desempefian y sus mecanis--
mos de accién. En la actualidad se les atribuyen dos funciones prin
cipales: las histonas pueden ser responsables del mantenimiento de
la estructura de los cromosomas a lo largo del ciclo celular, y/o

pueden actuar como represores para la transcripcién del DNA,

La segunda posibilidad podria resultar bien de una re
presién especifica, lo que implicaria un proceso de reconocimiento
selectivo entre las histonas y algin otro componente cromosomal,
probablemente DNA, o bien de un bloqueo no especifico de la capaci-
dad de "template" del DNA. A la vista de las fuertes atracciones
electrostdticas que existen entre la doble hélice polianiénica del
DNA y los méltiples residuos de aminofcidos bésicos de las molécu--
las de histonas, es dificil comprender como una simple variacién en
la secuencia de bases podria modular, de una forma efectiva, la
unién de la histona al DNA. Experimentos de asociacién llevados a
cabo utilizando sistemas modelo de poli-L-lisina y poli-L-arginina
enfrentados a DNA de diferentes composiciones, tienden a apoyar la
idea de que las interacciones electrostdéticas son las fuerzas prima
rias en la unién de protefnas bésicas al DNA (Leng y Felsenfeld,
1966). Experimentos semejantes utilizando histonas ricas en lisina
e histonas ricas en arginina, tampoco revelaron ninguna selectivi--
dad en su unién .al DNA (Johns y Butler, 1964). Parece, por tanto,
improbable que la interaccién directa entre histonas y DNA, en con-
diciones fisiolégicas, tenga lugar con alguna especificidad de se~--
cuencia. Existe la posibilidad de que una tercera sustancia, quizé
proteina no-histona o RNA, pudiera participar en un complejo terna-
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rio con histonas y DNA para conferir especificidad @ sus interac-—-
ciones; se ha conseguido alguna evidencia que sugiere que la histo
na F1 pudiera intervenir en tales compejos (Gottesfeld y col.,
1972).

Un segundo mecanismo posible que permitiria a la se-
cuencia de bases influir sustancialmente en la unibén histona-DNA
"in vivo", estarfa basado en la disminuciédn de las atracciones
idnicas entre estas macromoléculas, mediante acetilacién o fosfori
lacién de las histonas para neutralizar, al menos parcialmente, su
basicidad. Sin embargo, la mayor parte de la evidencia acumulada
hasta la fecha, estd fundamentalmente de acuerdo con la idea de
que la funcién de las histonas no implica un reconocimiento de
secuencias de bases esnecificas en el DNA,

Se puede tratar de relacionar la posible funcién de
las histonas con su aparicién en algunos organismos inferiores
(ver apartado 1.1.4.). Si estas proteinas son elementos esenciales
en la condensacién de los cromosomas, se deberfa esperar su presen
cia en todos los organismos que atraviesan un estado de metafase
en su ciclo celular. Se han encontrado histonas muy semejantes a
las de organismos superiores, en eucariontes unicelulares -algas
verdes, protozoos, levadura-, en los que la diferenciacién es mi-
nima, pero que presentan un ciclo celular completo. Por el contra-
rio, las histonas no estén presentes en cantidod detectable, en
los cromosomas bacterianos, en los que no ocurre ninguna condensa-
cién durante el ciclo celular. Sin embargo, esta correlacién no se
puvede extender a los hongos o algas dinoflageladas, en los que se
da una condensacién semejante a la producida en la metafase, pero
en los que no estd presente un conjunto completo de histonas, al
menos en todas las especies. Los trabajos de Rizzo y Nooden (1972)
en dos especies de algas dinoflageladas, Gyrodiniun cohnii y Peri-
dinium trochoideium, y los de Hsiang y Cole (1973) en el moho Neu-
rospora crassa son ejemplos de esta situacién. Parece, por lo tan

to que existen casos en los que los cromosomas se encuentran en un



estado condensado, en ausencia de un cojunto completo de histonas.
Si esta conclusién no resulta modificada por el posterior hallazgo
de histonas en estos organismos, podria establecerse que no es ne-
cesaria la presencia de todas las fracciones para la condensacién
de los cromosomas, aunque esta afirmacién no excluye el que las

histonas, cuando estén presentes, puedan desempefiar un papel activo
en la transicidén de los cromosomas desde el estado de interfase al

de metafase.

El intento de establecer una correlacién entre el al
cance de la diferenciaciédn mostrada por los eucariontes primitivos
y su contenido en histona, tampoco conduce a conclusiones definiti

vas. La comparacién de Physarum polycephalum con otros organismos

es un ejemplo. Physarum posee un conjunto completo de histonas, pe
ro muestra una diferenciacién que es relativamente poco detectable
morfoldgicamente durante su ciclo vital. Esta situacién puede con-
trastarse con la de Neurospora, cuyas células alcanzan un grado
comparable de complejidad morfolégica, pero en las que estén apa--
rentemente ausentes algunos tipos de histonas. La semejanza entre
las histonas de Physarum y las de organismos mucho mas complejos,
como mamiferos, también sugiere que estas proteinas no son los ele
mentos controladores del desarrollo y la diferenciacién.

En resumen, hoy en dia existe una gran cantidad de
evidencias que indican que las histonas pueden reprimir, y muy pro
bablemente reprimen, la capacidad del DNA para servir como "templa
te" en la sintesis de RNA. Las histonas no parecen capaces de ac--
tuar como represores especificos, asi, su actuacibén en la res-
triccién genética debe ser de alguna forma modulada por otras molé
culas para conseguir el control selectivo sobre genes individuales

o grupos de genes.
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1.2. AISLAMIENTO DE HISTONAS

La preparacién de histonas a partir de un tejido dado,
requiere previamente el aislamiento de la cromatina en un estado re-
lativamente puro. En muchos casos, p. ej. timo de ternera, es un pro
cedimiento bastante sencillo que consiste en la rotura de las membra
nas celular y nuclear, sedimentacién de la cromatina por centrifuga-
cién, y lavado de la misma con soluciones salinas diluidas. Sin em--
bargo, con otros materiales iniciacles, p. ej. insectos, donde la can
tidad de cromatina relativa al peso total es pequeiia, frecuentemente
se hace necesario el empleo de procedimientos que permitan inicial--
mente una extraccién parcialmente selectiva y una consiguiente con—-
centracién de la cromatina (Johns y Butler, 1962 b).

1.2,1. PREPARACION DE CROMATINA

El método normalmente adoptado para la preparacién de
cromatina,previa a la extraccién de histonas, comienza con el aisla-
miento de ndcleos. Los métodos descritos para este aislamiento son
muy numerosos. Todos requieren las siguientes operaciones:

- Homogeneizacién del tejido, generalmente con un homo-
geneizador de aspas y en medios acuosos, fundamental
mente citrato o sacarosa isoténica, en presencia de
cationes, detergentes, etc.

- Filtracién para eliminar trozos de fibras, céluleas
enteras, agregados nucleares, etc.

- Centrifugacién diferencial para sedimentar los ni=e—
cleos. En algunos tejidos, la centrifugacién en saca
rosa isoténica es suficiente para el aislamiento de
nGcleos puros. Pero en otros casos, insectos p. ej.,
se requiere una centrifugacién en gradiente disconti
nuo de sacarosa.



Los nicleos aislados se resuspenden en agua o en di-
soluciones muy diluidas de tampén Tris (Tris (hidroximetil) amino-
metano) (Oliver y Chalkley, 1972; Artman y Roth, 1971). La agita-
cién en frio de la suspensién y en ocasiones también el tratamien-
to con ultrasonidos (Loewus, 1968), conduce a la rotura de la mem-
brana nuclear dando lugar a un gel viscoso y transparente de croma
tina, el cual se somete a varios lavados con disoluciones salinas
diluidas y con tampén Tris con objeto de eliminar restos de membra

nas y componentes solubles de los nicleos.

Estos métodos conducen a preparaciones muy puras, pe
ro tienen el inconveniente de su bajo rendimiento y de la pérdida
de constituyentes de bajo peso molecular. En el caso concreto de
nicleos de insectos, su aislamiento encierra grandes dificultades
debido a la presencia de estructuras quitinosas que en el estadio
de adulto farato constituyen cdemés su envoltura externa. En los
estados de larva y adulto se consiguen preparaciones bastante pu--
ras (Oliver y Chalkley, 1972), pero no se ha descrito ningln méto-
do para embrién y adulto farato, probobleménte debido a que los in
tentos para conseguir buenas preparaciones no han dado resultados
satisfactorios por las peculiaridades de estos materiales con en--

volturas externas rigidas.

La cromatina también puede prepararse directamente
vtilizando medios de homogeneizacién hipoténicos, con lo que la en
voltura nuclear se rompe en esta primera etapa. Cuando las condi--
ciones de homogeneizacién han conducido a la rotura de los nicleos,
la cromatina es el componente que sedimenta més répidamente. En mu
chos casos la preparacién resulta muy contaminada aunque se hayan
efectuado sucesivos lavados, y para su purificacién se requieren
tratamientos especiales como centrifugacién en gradiente de densi-
dad o cromatografia en gel. Se habla entonces de cromatina cruda,
cromatina purificada, cromatina soluble, etc., atendiendo al grado

de pureza y método de preparacién.



Para la preparacién de cromtina cruda, el material
bioldgico se homogeneiza en soluciones salinas diluidas que habi--
tualmente contienen EDTA (4cido etilendiaminotetracético), citrato
trisédico o tampén Tris, pH 6-8.0 (Hnilica y Busch, 1963; Dick y
Johns, 1969 a; Zubay y Doty, 1959). El agente complejante EDTA,
ademés de inhibir enzimas por captacién de cationes indispensables
para su actividad, ayuda a eliminar mucha proteina no-histona
(Johns y Forrester, 1969 a), pero,-sin embargo, la estructura y ac
tividad de la cromatina depende en gran parte de la naturaleza y
concentracién de los cationes divalentes presentes, por lo que la
presencia de EDTA puede modificar las interaciones histonao-DNA
(Allfrey, 1970).

Es recomendable también, la adicién al medio de homo
geneizacién o de lavado, de octanol para impedir la formacién de
espumq, de agentes reductores como el bisulfito y sustancias inhibi
doras de la proteolisis como el fluorofosfato de diisopropilo (Pa-
nyim y Chalkley, 1969 b; Nooden y col., 1973). El homogeneizado se
filtra y centrifuga a bajo campo centrifugo para impedir la sedi--
mentacién de componentes citoplasmiticos. E1 sedimento se lava va-
rias veces, bien con el medio de homogeneizacién, bien con NaCl
0.14M, hasta obtener un sobrenadante incoloro y claro. E1 sedimen-
to final constituye la cromatina cruda.

En el caso de que la preparacién de cromatina se des
tine exclusivamente al aislamiento de histonas, algunos autores re
comiendan también, lavados con tampén Tris, pH 7.0, para eliminar
protefnas ribosomales (Hnilica, 1967) y lavados con NaCl 0.25M pa-
ra eliminar otras protefnas (Johns y Forrester, 1969 a). Estos la-
vados, aunque mejoran la pureza de la preparacién, deben estudiar-
se cuidadosamente para evitar pérdidas de algunas fracciones de
histonas que comienzan a extraerse con concentraciones de NaCl re-
lativamente bajas (Georgiev y Gol., 1966; Ohlenbusch y col., 1967).
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La composicién de los preparados de cromatina cruda
depende mucho del material biolégico de partida. En general, con--
tiene gran cantidad de proteina no-histona y RNA. A pesar de ello,
la facilidad y rapidez de su aislamiento, as{ como el gran rendi--
miento obtenido, la convierten en el material idéneo para los proce
sos de fraccionamiento, asi como para la obtencién y purificacién
de las histonas y sus fracciones, que :equiefen suficiente material

de partida.

1.2,2. AISLAMIENTO DE HISTONA TOTAL

Para el aislamiento de la histona total a partir de
la cromatina parcialmente purificada, existen dos procedimientos
fundamentales. Las histonas pueden extraerse usando disoluciones
Gcidas que insolubilizan los 4cidos nucleicos y las proteinas no-
~ histonas, o bien el complejo de la DNP (desoxirribonucleoproteina)
puede disociarse y solubilizarse usando altas concentraciones sali
nas, con lo que el DNA y la histona pueden separarse posteriormen-

te.

1.2.2.1, Extraccién &cida

La extraccién Gcida presenta la ventaja de que los

Gcidos nucleicos de alto peso molecular resultan insolubilizados
con este tratamiento y pueden ser separados fdcilmente por centri-
fugacién o filtracién,y la histona recogida del extracto clarifica
do se puede precipitar usando acetona o etanol. Si se utiliza HCl
0.2 6 0.25N para la extraccién, las histonas pueden obtenerse por
adicién de, al menos, 6 volimenes de acetona; si se usa H2504 0.2
6 0.25N, entonces de 2 a 3 volimenes de etanol son suficientes de-
bido a que los sulfatos de histona son mucho menos solubles en di-~
solventes orgénicos que los hidrocloruros. No existe ninguna evi--
dencia de desnaturalizacién o formacién de estructura 8 por el uso
de disolventes orgénicos para precipitar histonas, y este método



de obtencién es mds recomendable que la liofilizacién o la precipi

tacién isoeléctrica.

El precipitado fibroso que a menudo se obtiene al
tratar la cromatina con écido, es probable que mantenga histonas
ocluidas, lo que hace la extraccién mas dificil; en la prdctica es
necesario someter a la DNP a 2 é 3 tratamientos con cido mediante
agitacién con bolas, con el fin de conseguir una extraccién comple

ta.

Un pequeiio inconveniente al uso de la extraccién con
écido sulférico ha sido sefialado por Murray y Milstein (1967); du-
rante alguna hidrlisis écida posterior, pueden formarse los sulfa
tos de O-serina y O-treonina, conduciendo a errores en los andli--
sis de aminoécidos. E1 método de la extracciédn écida presenta, sin
embargo, otras ventajas, como el hecho de que inhiben la actuacién
de los enzimas proteolfticos (Phillips y Johns, 1959) e impide la
agregacién de las histonas. La degradacién por écido no se produce
si las extracciones son llevadas a cabo a temperaturas igual o in-
feriores a 42C; cualquier degradacién de este tipo serfa facilmen-
te detectada por medio del anélisis del residuo N-terminal.

1.2.2.2, Disociacién salina

El método de disociacién salina se basa en un aumen-
to de la concentracién de la sql, normalmente NaCl, hasta un valor
final de aproximadamente 2M, lo que causa la solubilidad del DNA y
de la histona. La concentracién requerida para la méxima disocig--
cién es variable y depende de la sal utilizada (Ohlenbusch y col.,
1967) y del material biolégico de partida. Algunos autores utili--
zan, ademds del NaCl, concentraciones moderadas de urea =5M- que
ayudan a solubilizar los componentes individuales al reducir la
agregacién (Gilmour y Paul, 1969; Shaw y Huang, 1970; van den Broek
y col,, 1973). También se han descrito métodos semejantes ytilizan-
do cloruro de guanidinio (Arnold y Young, 1972; Levy y col., 1972).
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Para la posterior separacién del DNA y la histona
existen varios procedimientos. E1l DNA puede precipitarse del com--
plejo disociado por adicién de un volumen de etanol. También la
adicién de HCl 6 HoSO4 hasta una concentracién final de 0.25N con-
duce a la precipitacién de 4cidos nucleicos y protefnas écidas.

Las histonas se obtienen del sobrenadante, previa diflisis para
eliminar el NaCl, por adicién de acetona o etanol. La desventaja
de este método es que siempre precipita algo de histona con el DNA,
lo que hace necesario varias redisociaciones en sal concentrada pa
ra la obtencién completa de la histona.

Baver y Johanson (1966) demostraron la posibilidad
de separar el DNA y la histona por ultracentrifugacién a 200.000 g
durante 8 horas. Este método presenta la ventaja de que puede apli
carse a muestras muy pequeias de tejido.

También se ha conseguido (Loeb, 1968) una buena sepa
racién de DNA e histonas mediante cromatograffa sobre Sepharose 4B.
Como la ultracentrifugacién descrita antes, esta separacién es muy
0til para pequefias cantidades de material, aunque resultan prdcti-
camente diffciles separaciones a gran escala basadas en estos méto
dos. Tanto la ultracentrifugacién como la c¢romatografia en gel pre
sentan el inconveniente de no separar la histona de la proteina
no-histona. Esta 6ltima puede eliminarse por adicién de Gcidos di-
luidos que la insolubilizan, o puede separarse por cromatografia
de cambio de ién (Levy ycol., 1972; van den Broek y col., 1973).

El principal inconveniente del método de disociacién
salina es que las histonas tienden a agregar a valores de pH supe-
riores a 4.0 (Davison y Shooter, 1956; Johns, 1968), y esto puede
interferir seriamente con cualquier procedimiento de fraccionamien
to posterior. Ademés, varias proteinasdcidas nucleares que normal-
mente no se eliminan por lavados con disoluciones salinas, y que
no se extraen con d4cidos, pueden solubilizarse en estas condicio--
nes (Wang, 1967), y pueden ser aisladas junto con las histonas.
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1.2.3. AISLAMIENTO DE FRACCIONES

1e2.3.1. Fraccionamiento de histona total

Cromatografia de cambio de ién.

Los dos métodos més extendidos utilizan Amberlita IRC
50 y carboximetilcelulosa como resinas cambiadoras de iones. Luck y
col., (1958), demostraron que la histona total podia ser eluida de
IRC 50 usando un gradiente de cloruro de guanidinio a pH 6.8. Se ob
tenfan cuatro picos principales que fueron designados como I, 1I,
III y IV. Rasmussen y col., (1962) y Murray (1964) ampliaron este
trabajo y obtuvieron perfiles de elucién bastante mas complicados.
Aparte de la fraccién I (F1), una histona rica en lisina, los otros
picos son complejos, probablemente debido a agregacién a este pH,
muy préximo a la neutralidad. Aunque este procedimiento no es satis
factorio para el fraccionamiento de la histona total en sus pricipa
les componentes, ha sido utilizado con éxito para procesos de puri-
ficacién y subfraccionamiento (Kinkade y Cole, 1966 a).

Johns y col., (1960) consiguieron fraccionar la histo
na total en tres componentes principales, designados F1, F2 y F3,
vtilizando una columna de CMC y efectuando una elucién por etapas
con tampén pH 4.2 seguido por disoluciones diluidas de HCl. Poste-~
riormente se demostré que F1 es una histona rica en lisina, F2 es
una mezcla, y F3 es una histona rica en arginina. Este método tampo
co es adecuado para el fraccionamiento completo de la histona total;
hoy en dia constituye una técnica auxiliar de fraccionamiento, en
combinacién con métodos quimicos.

Cromatografia en gel.

Cruft (1961) demostrd que la histona total podfa ser
parcialmente froccionado usando Sephadex G-75 y eluyendo con HCl
0.02N. La histona a, rica en lisina (F1) fue la primera en elui:;
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no se obtuvo ninguna otra fraccién bien definida. Resultados seme-
jantes se han obtenido con Biogel P-60 (Hamana e Iwai, 1971).

Recientemente se ha descrito el fraccionamiento de
la histona total de timo de ternera mediante cromatografia de ex=--
clusién (Bshm y col., 1973). Los mismos autores (van der Westhuy-
zen y col., 1974) han conseguido aislar las seis fracciones de his
tonas de eritrocito de pollo mediante una combinacién de cromato--
graffas en gel -Biogel P-60 y Sephadex G-100- utilizando unas
condiciones especificas de pH y fuerza iénica.

Distribucién en contracorriente.

Esta técnica ha sido aplicada al fraccionamiento de
histonas totales por Butler y col., (1967). Se obtuvieron tres
fracciones, pero les separaciones no se consideraron lo suficiente
mente satisfactorias como para su utilizacién posterior.

Técnicas de precipitacién.

Se han intentado precipitaciones diferenciales usan-
do una gran variedad de reactivos: acetona, etanol, &cido tricloro
acético, Gcido perclérico. La histona F1, rica en lisina, puede
aislarse facilmente de la histona total por varios de estos proce-
dimientos, pero las demds fracciones no se resuelven totalmente.

1.2.3.2. Extraccién selectiva

Disociacién selectiva con sales.

Ohlenbusch y col., (1967) han realizado un extenso
estudio sobre la selectividad de la disociacién de DNP de timo de
ternera vtilizando cloruro sédico. En presencia de NaCl 0.3M, las
histonas permanecen unidas al DNA, solubilizéndose la mayor parte
de la protefina no-histona (Johns y Forrester, 1969 a). La fraccién
I (F1), la histona rica en lisina, puede separarse de la DNP, se--



lectivamente, usando NaCl 0.4-0.5M. Cuando la concentracién de sal
supera este valor sélo se separan mezclas de las restantes fraccio
nes, siendo las histonas ricas en arginina las que se separan a ma
yores concentraciones -1.6M-. Resultados similares fueron obteni
dos por Georgiev y col., (1966). Ohlenbusch y col., (1967) también
demostraron que usando perclorato sédico, la disociacién de DNP se
produce aproximadamente a lo mitad de la molaridad requerida con
cloruro sédico, y Johns y Forrester (1969 b) han separado selecti-
vamente la fraccién F1 por extraccién de la DNP con cloruro magné-
sico 0.IM. Smart y Bonner (1971) han estudiado los efectos diso---
ciantes del desoxicolato sédico, encontrando que este agente es 20
veces mas activo que el NaCl o el cloruro de guanidinio y 10 veces
mas activo que el perclorato sédico. Estos hechos les llevaron a
concluir que la efectividad disociadora de una sal es funcién de
la interaccién del anién con siFios especificos de la proteina,
mas bien que de la interaccién del catién con los restos fosfatos
del DNA.

La disociacién de la DNP de eritrocitos de pollo,
que contiene la fraccién de histona designada como V (Vidali y
Neelin, 1968) o F2C (Hnilica, 1964), ha sido estudiada por Wilhelm
y Champagne (1969). Estos autores han encontrado que la fraccién
F1 se separa selectivamente usando NaCl 0.4-0.5M, como sucede en
timo de ternera, y que con concentraciones mas altas, 0.6-0.7M, se
extrae la fraccién F2C. Por encima de 0.7M yao no existe ninguna se
lectividad en la disociacién.

Extraccibén selectiva con &cidos.

Murray, en un estudio exhaustivo de las posibilida--
des de extraccién selectiva con 4cidos, ha demostrado que la Unica
fraccién que puede ser separada selectivamente de la DNP de timo
de ternera, en una forma relativamente pura, es la fraccién F1.
Las demés se separan en grupos, y la situacién se asemeja a los ex
perimentos de disociacién salina (Murray, 1966). Este nismo autor
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en un estudio similar con DNP de eritrocito de pollo, ha logrado
aislar, en forma pura, las fracciones F1 y F2C, gracias a un rigu-
roso control del pH de las soluciones de extraccién (Murray y col.
1968).

Se han descrito otros métodos para la extraccién se-
lectiva de F1, usando Gcido citrico (Davison y Butler, 1954), 4ci-
do tricloroacético (Dencoij y Westenbrink, 1962) y écido percléri-
co (Johns y Butler, 1962 a). La extraccién con écido perclérico al
5% es la mds utilizada y ha permitido el aislamiento de la frac---

cién muy rica en lisina en una gran variedad de organismos.

Extraccibén selectiva usando disolventes orgénicos.

Ya se ha seffalado como, con el uso exclusivo de sa-
les o de 4cidos, sélo es posible obtener una selectividad limitada
en la extraccién, y que la primera fraccién que se separa es, inva
riablemente, la Fl1. No es sorprendente ya que parece ser la frac--
cién menos firmemente unida al DNA (Johns y Butler, 1964) y estos
reactivos no hacen sino inestabilizar enlaces iénicos. Sin embargo,
mezclando disolventes orgdnicos con la disolucién de extraccién,
es posible aoprovechar también las diferentes polaridades relativas
de las fracciones de histonas (Butler y col., 1968; Hatch, 1965).
Usando una mezcla de etanol y HCl, las fracciones F3, F2A1 y F2A2
pueden separarse de la DNP de timo de ternera, selectiva y cuanti-
tativamente, quedando unida al DNA F1 y F2B, que pueden ser extrai
dos a continuacién con HCl 0.25N (Johns, 1964 a). Estos grupos pue
den ser subdivididos fdcilmente mediante métodos de precipitacién
selectiva con disolventes orgdnicos, logrando asi las fracciones
individuales. Esta extraccién selectiva con etanol-HCl es la base
de un método que permite el aislamiento de las cinco fracciones en
grandes cantidades y en una misma operacién (Johns, 1964 a, 1967 b,
1969 b). En la Figura 1 se representa un esquema general del frac-

cionamiento completo.
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TIMO DE TERNERA
lavados NaCl 0, 14M (x6)

v
SEDIMENTO
lavados EtOH 90% (x2)

v
SEDIMENTO
extraccién con EtOH - HCI1 (x3)

- -
EXTRACTO ‘ SEDIMENTO
(F3, F2A1, F2A2) (F1, F2B)
diilisis extraccidn
frente EtOH . con HC1 0, 25N (x3)
- v

PRECIPITADO SOBRENADANTE EXTRACTO
HC1 + GuCl 3 vol,
1 vol, acetona acetona

! + - +

SOBRENADANTE PRECIPITADO SOBRENADANTE PRECIPITADO

1 vol, ' 2 vol,
acetona acetona
v
F3 F2A1 ‘ - F2A2 F2B F1
R
ricas en arginina intermedia ricas en lisina

Figura 1. Método para la preparacién de las cinco fracciones
principales de histonas de timo de ternera (Johns, 1971)
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De forma semejante puede obtenerse una extraccién se-
lectiva de F2A1 y F2A2 usando una mezcla de cloruro de guanidinio
(o cloruro sédico) y etanol, y esto ha facilitado el desarrollo de
un método para la preparacién en gran escala de estas fracciones
(Johns, 1967 b). Esta extracciép presenta la ventaja de realizarse
a pH neutro, con lo que la nucleoproteina parcialmente deshistoniza
da que resulta puede, todavia, actuar como "template" para la
sintesis de RNA, e incluso someterse a estudios conformacionales.

Estos procedimientos son aplicables, en teoria, a to-
da clase de materiales biolégicos, siempre que se utilice nucleopro
teina razonablemente pura como material inicial, y se ajuste la es-
cala de la preparacién de acuerdo con el contenido en histona (o
DNA). Sin embargo, en la préctica y a pesar de estas precauciones,
estos métodos no han daodo resultados tan satisfactorios como en ti-
mo de ternera (Dick y Johns, 1969), por lo que es dificil conseguir
buenos resultados de pureza y rendimiento de las cinco fracciones
de histonas en un sdlo proceso y se ha de recurrir a la aplicacién
de métodos especificos distintos o a la combinacién de los descri--
tos a fin de aislar las distintas fracciones a partir de un determi

nado material biolégico.

1.2.4. PURIFICACION, SUBFRACCIONAMIENTO Y HETEROGENEIDAD

Las fracciones de histonas aisladas por los métodos
de fraccionamiento anteriormente descritos suvelen estar impurifica-
das por pequeiias cantidades de otras fracciones o por proteina ex--
tracromosomal. La contaminacién por parte de protefnas écidas se
elimina facilmente por cromatografia de cambio de ién (Johns, 1964
a; Buckingham y Stocken, 1970). La cromatografia en gel se utiliza
en la eliminacién de sustancias originadas por degradacién o agrega
cién de histonas. Por Gltimo, la contaminacién debida @ otras frac
ciones se evita o base de reciclaciones del método de fraccionamien

to empleado.
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.La heterogeneidad de las fracciones de histonas ha si
do muy discutida, y son muchos los trabajos que hacen referencia  a
la existencia de gran nimero de componentes en ellas (Neelin y Nee-
lin, 1960; Mauritzen y col., 1967). Gran parte de esta heterogenei-
dad puede estar causada por la agregacién de las fracciones entre
si (Hnilica y Bess, 1965; Fambrough y Bonner, 1968), degradacién de
las mismas, o contaminacién por proteina no-histona. Actualmente,
al contar con técnicas adecuadas de aislamiento y caracterizacién,
se ha detectado la heterogeneidad real de las histonas, que puede
deberse a pequeiias diferencias en la estructura primaria, como es
el caso de la histona rica en lisina F1, o a modificaciones covalen
tes de las cadenas laterales de los amino&cidos que ocurren en to--
das las fracciones de histonas. ' |

La heterogeneidad de la histona F1 se ha detectado
por cromatografia en CMC (Johns y col., 1960) o en Amberlita IRC 50
(Rasmussen y col., 1962), y por estudios combinados de cromatogra—-
fia y precipitacién con acetona (Johns, 1964 a, 1964 b). Su subfrac
cionamiento fue conseguido por Kinkade y Cole (1966 a), quienes ob-
tuvieron tres subfracciones por cromatografia en Amberlita IRC 50 y
elucién con gradiente de cloruro de guanidinio; este método de sepa
racién, que tiene lugar a pH 6.8, es extramadamente sensible ya que
posteriormente se ha demostrado que las subfracciones poseen estruc
turas primarias muy semejantes (Kinkade y Cole, 1966 b). La signifi
cacién de estas pequefias diferencias no se conoce por el momento,
pero las subfracciones parecen ser especificas de especie (Bustin y
Cole, 1968; Kinkade, 1969).

El resto de las fracciones de histonas se comportan
de modo muy similar entre ellas, y las técnicas cromatogréficas no
son capaces de subfraccionarlas. Solamente la aplicacién de la téc-
nica de electroforesis en gel de poliacrilamida en tubos de gran
longitud ha puesto de manifiesto la microheterogeneidad de estas
fracciones originada por modificacién covalente. La resolucién al--
canzada por este método es tal'que puede detectarse el cambio de mo

|
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vilidad electroforética sufrido por una histona cuando la carga
efectiva de la molécula resulta disminuida por una Onica acetila--
cién o fosforilacién (Panyim y éhalkley, 1969 b; Balhorn y col.,
1972 a). Recientemente, Dixon y sus colaboradores (Louie y Dixon,
1972; Candido y Dixon, 1972) han utilizado una modificacién de
electroforesis en gel de almidén con la que se resuelve los deriva
dos acetilados y/o fosforilados de histonas, de las fracciones no
modificadas. Tales técnicas han hecho posible el anélisis detalla-
do de las cantidades relativas de varias subfracciones de histonas
presentes en distintos tejidos, asi como la investigacién de rela-
ciones, en el tiempo, entre el metabolismo de histonas y otros
acontecimientos celulares (Balhorn y col., 1972 b; Oliver y col.,
1972; Lovie y Dixon, 1972; Candido y Dixon, 1972).

Como resultado de todos estos estudios, parece segu-
ro concluir que la fraccién F1 es la Unica que presenta una hetero
geneidad debida a pequeiias diferencias en la estructura primaria.
El resto de la fracciones son todas homogéneas, constituidas por
una Unica cadena proteica susceptible de modificaciones covalentes
que hacen variar su carga eléctrica. Estos resyltados han sido con
firmados al ser dilucidadas las secuencias de estas fracciones

(ver aportado 1.4.2.).

1.3. IDENTIFICACION Y CARACTERIZACION DE HISTONAS

=t P 3 S

Las histonas se han caracterizado principalmente por
anélisis de aminoécidos, incluyendo determinacién de los residuos
N- y C-terminales, y por electroforesis en gel de almidén y polia-
crilamida. Cada una de las cinco fracciones principales tiene sus
propias caracteristicas por las que puede ser reconocida, lo que
hace posible detectar especificamente una determinada fraccién en
una mezcla de histonas (Johns, 1968 b).
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1.3.1. ELECTROFORESIS EN GEL

Se han usado muchos métodos para la electroforesis de
histonas en diferentes medios estabilizantes. La electroforesis en
gel de almidén, introducida por Smithies (1955), fue utilizada con
éxito por Neelin y Connell (1959) para resolver las histonas de eri
trocito de pollo; posteriormente Johns y col., (1961) desarrollaron
un método a bajo pH -2.4- para la separacién de histonas de timo
de ternera. Sin embargo, actualmente se consiguen separaciones mu—-
cho mejores, utilizando gel de poliacrilamida, fécil de preparar y
manejar, por lo que se usa universalmente.

Las separacién de las proteinas por electroforesis de
disco depende de sus difsrencias en carga y tamafio. La resolucién -
es muy alta debido a ld inicial concentracién de la muestra en una
banda estrecha y a la virtual ausencia de fenémenos de adsorcién en
los geles. En la imagen electroforética se observa un conjunto de
bandas coloreadas que corresponden a componentes que difieren en
carga, en peso molecular o en ambas. Estas bandas pueden agruparse
en tres zonas bien definidas: una superior en la que se encuentran
las sustancias de baja movilidad -protefnas no-histonas de caréc--
ter &cido o neutro que a bajo pH tiene carga ligeramente positiva
por lo que migran poco, y agregados de histonas de alto peso molecu
lar-, wuna zona intermedia donde se localizan las frgcciones de his
tona, y una tercera zona, inferior, donde se encuentran los compo--
nentes de bajo peso molecular y mayor movilidad, generalmente pro--
ductgs proteoliticos de las fracciones.

Las aplicaciones de la electroforesis en gel de polia
crilamida son multiples: control de pureza, identificacién y carac-
terizacién, valoxaciones cualxtat;vos y cuantitativas, estudios com
parativos, etc.

La técnica es insustituible como método de control de
pureza; la presencia de banda de¢ alta o baja movilidad es indicio
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claro de contaminaciones o degradaciones. Igualmente es técnica
auxiliar imprescindible para valorar los resultados de los fraccio

namientos.

La identificacién y caracterizacién de fracciones re
quiere la comparaciédn de movilidades electroforéticas. Para ello
es muy Gtil emplear la técnica de electroforesis doble (Johns,

1969 a) en la que tanto la muestra-en estudio como la patrén se
aplican sobre la superficie del mismo gel, aunque sin mezclarse,
con lo que migran una junto a otra. Asi cualquier variable afecia-
rio a la movilidad de ambas muestras y se evitaria cualquier error.
Las histonas totales de timo de ternera que han sido fraccionadas
y caracterizadas profundamente pueden usarse como patrén de compa-

racién.

También puede utilizarse como criterio de identifica
cién la distinta coloracién que determinadas fracciones dan con al-
gunos colorantes (Cohen y Gotchel, 1971; Panyim y col., 1971; Ba--
rrett y Johns, 1974).

La determinacién cuantitativa de las fracciones de
histonas puede realizarse por colorimetrfia de las bandas, bien re-
gistrando la densidad éptica a lo largo del gel (Fambrough y col.,
1968; Panyim y Chalkley, 1969 b; Mazen y Champagne, 1972), o sec--
cionando las bandas coloreadas y extrayendo el colorante de cada
una de ellas (Johns, 1967 a). La exactitud de estos métodos depen-
de de la extractibilidad de las histonas, que ha de ser cyantitati
va, y del conocimiento del rendimiento de la tincién.



37

1.3.2. COMPOSICION DE AMINOACIDOS

Las histonas son proteinas bésicas, sélo superaodas en
basicidad par las protaminas. Las altas proporciones en que se en--
cuentran algunos aminoécidos las diferenciaon claramente de otras
protefnas. Asi, el contenido en arginina de las fracciones F2Al y
F3 es aproximadamente igual al 13%. La alta proporcién de lisina en
la fraccién F1 no es superada por ninguna proteina. Otras caracte—-
risticas destacables son el alto contenido en glicocola de la frac-
cién F2A1, un 15%, y el contenido en leucina de la F2A2, aproximada
mente un 13%. '

Aparte de las propiedades sefialadas, existen caracte-
risticas Onicas que permiten distinguir uvnas histonas de otros. Asf{,
la fraccién muy rica en lisina, F1, se distingue por su alto conte-
nido en lisina, alanina y prolina, y por la ausencia de histidina.
La fraccién rica en lisina, F2B, se caracteriza por su alto conteni
do en serina y por ser la Onica fraccién que presenta prolina en su
extremo N-terminal. La fraccién intermedia F2A2 sélo tiene una ca--
racteristica sobresaliente: la alta proporcién de leucina en su com
posicién. La fraccién rica en arginina F2Al se distingue por su al-
to contenido en glicocola y tiene este mismo aminoécido como resi--
duo C-terminal. La fraccién FB, rica en arginina, posee cistelna y
presenta alanina como residuo N~ y C-terminal. También pueden ser
Otiles algunos datos derivados del anélisis de aminoécidos, como la
relacién de lisina a argining o la de aminobcidos bdsicos a bcidos.

Todos estos datos estén basados en el estudio de las
histonas de timo de ternero,Aaunque, en lineas generales, las carac
ter{sticas de composicién de amino&cidos se dan, semejantes, en
otros organismos. En la Tabla II se presentan los anélisis de amino
écidos, residuos terminales y datos derivados, de las cinco fraccio
nes principales de timo de ternera. Los datos proceden de fracciones
obtenidas por los métodos preparativos discutidos onteriormente
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TABLA II

Composicién de aminodcidos y datos derivados de las
cinco fracciones principales de histona de timo de ternera.

Aminoécido Fi F2B F2A2 F2Al F3
Acido aspértico 2,2 . 4.8 6.2 4.9 3.7
Treonina 5.7 6.4 3.9 6.9 7.4
~ Serina 5.8 1.2 3.1 2.0 3.7
Acido glutémico 3.1 8.0 - 9.3 5.9 11.1
Prolina 8.9 . 4.8 3.9 1.0 4.4
Glicocola ' 7.0 5.6 0.9  16.7 5.2
Alanina 25.1  10.4.  13.2 6.9  13.3
Cisteina 0.0 0.0 0.0 0.0 1.5
Valina 5.0 7.2 6.2 8.8 4.4
Metionina . 0.0 1.6 0.0 1.0 1.5
Isoleucina 0.7 4.8 4.6 5.9 5.2
Leucina ' . 4.6 4.8 12.4 7.8 8.9
Tirosina . " 0.5 4.0 2.3 3.9 2.2
Fenilalamina 0.6 1.6 0.8 2.0 3.0
Histidina ‘ 0.0 2.4 3.1 2.0 1.5
Lisina 29.4 16.0 10.9 10.8 9.6
Arginina - 1.4 ' 6.4 9.3 13.7 13.3
Amidas - 7 1" 4 9
B/A 5.8 1.9 1.5 2.5 1.6
Lys/Arg 21.0 ' 2.5 1.2 0.8 0.7
N-terminal Ac- Pro Ac-Ser Ac-Ser Ala
C-terminal Lys Lys Lys Gly Ala
N2 residuos 218 125 129 102 135

La composicién se da en moles por ciento. Los datos
de las fracciones F2B, F2A2, F2Al1 y F3 se han calculado a partir
de sus secuencias de aminodcidos. Referencias como en Tabla I.
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(Johns, 1964 a, 1967 b; Phillips y Johns, 1965), y se comparan con
los andlisis calculados a partir de los trabajos de secuencia, en
aquellos casos en que la estructura primaria es conocida.

1.3.3. OTROS METODOS

El anélisis de aminodcidos y la electroforesis en gel
son suficientes para caracterizar cualquier mezcla de histonas.
AdemGs de estos métodos generales existen otros que aprovechan pro-
piedades particulares de las fracciones y por ello tienen una utili
zacién limitada.

La hisZzona rica en lisina, F1, es soluble en 4cido
perclérico al 5% (Johns y Butler, 1962 a) y écido tricoloroacético
al 5% (Denocoij y Westenbrink, 1962), mientras que las otras cuatro
fracciones precipitan con estos reactivos. E1l DNA disuelto en NaCl
0.5M se recombina y precipita con todas las otras fracciones, pero
no con la F1 (Johns, 1971).

La histona F2Al1, rica en arginina, agrega a concentra
ciones muy bajos de cido tricloroacético -0.0IN- y puede recono-
cerse as{ en una mezcla de histonas (Johns, 1968 b).

La otra fracciédn rica en arginina, la histona F3, a
causa de la presencia de cisteina en su composicién, puede distin--
guirse de las demés fracciones por un tipo especifico de agregacién.
A pH 7.0 forma polimeros (dfmeros, trimeros, etc.) debido, presumi-
blemente, a la oxidacién de la cisteina para originar puentes disul
furos intermoleculares, produciendo una multiplicidad de bandas en
electroforesis, (Johns, 1968 a; Panyim y col., 1970). También se ha
detectado cisteina en la fraccién F2Al de equinodermos (Subirana,
1971). ’



1.4, ESTUDIOS FISICOS Y CONFORMACIONALES

El establecimiento de las relaciones estructura-fun-
cién de las histonas necesita de un conocimiento profundo de sus
conformaciones y de la distribucién espacial que presentan en la
nucleohistona. Las investigaciones que se vienen desarrollando so-

bre este campo, se agrupan en tres lineas principales:

a)

Estudios fisicos de las conformaciones de las
fracciones de histona purificadas y de su compor-
tamiento conformacional. Los métodos de aislamien
to y purificacién de que se dispone hoy dfa permi
ten que pueda investigarse la estabilidad confor-
macional de cada histona, en funcién del disolven
te. Ademls la determinacién de las secuencias de
aminodcidos de muchos fracciones es de la méxima
ayuda para la interpretdcién de los datos espec--
troscépicos, sobre todo de los de resonancia mag-
nética nuclear.

Estudios espectroscédpicos y de difraccién de rayos
X de nucleohistona nativa y de DNP parcialmente
deshistonizada, resultado de extraer selectivamen
te algunas de las fracciones. Se persigue con es~
to, obtener informacién sobre la conformacién de
la histona y del DNA en el complejo de nucleohis-
tona, y sobre sus relaciones espaciales.

La tercera linea est§ centrada en estudios fisi--

. cos de nucleoproteinas reconstituidas a partir de

DNA y cada una de las fracciones de histonas. Se
trata asi de averiguar en qué medida contribuye
cada wna de las histonas a la estructura de la nu
cleohistona.
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1.4.1. DETERMINACION DEL PESO MOLECULAR

Muchos de los estudios de las propiedades fisicas y
quimicas de las histonas han proporcionado valiosos datos para el
conocimiento de la posible relacién estructura-funcién de estas
protefinas. Pero ademds, estas investigaciones son a menudo de in-
terés general, puesto que las propiedades moleculares de las his-
tonas son muy diferentes de las de otras proteinas globulares co-
munmente estudiadas.,

Varios ejemplos interesantes de este comportamiento
aparentamente anémalo de las histonas se pueden encontrar en los
intentos de la estimacién de su peso molecular.

La técnica de ultracentrifugacién se encuentra con
los graves problemas de la autoasociacién, y de la gran influen--
cia que la concentracién de histona ejerce sobre los coeficientes
de sedimentacién, especialmente a baja fuerza iénica (Edwards y
Shooter, 1969); esto dificulto la exacta estimacién de los pesos
moleculares de las histonas. Los intentos de superar los efectos
de carga y agregacién usando altas concentraciones de cloruro de
guanidinio como disolvente, pueden introducir problemas adiciona-
les de no-idealidad (Munk y Cox, 1972).

La cromatograffa por filtracién en gel, otro popular
método para la répida determinacién de pesos moleculares, tampoco
produce buenos resultados con histonas (Phillips y Clarke, 1970).
Las histonas se cromatograffan normalmente en écidq diluido =HCl
0.0IN- para reducir su tendencia a la agregacién, y a este pH to
man una conformacién muy extendida, posiblemente como resultado
~de la repulsién de cargas. Asf{, su radio de Stokes efectivo, la
propiedad que realmente se mide por cromatografia en gel, es anox
malmente grande cuando se compara con el de proteinas menos carga
das y de peso molecular parecido; el resultado es una sobre-esti-
macién del peso molecular. Una segunda fuente de error es la ten-
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dencia que presentan las histonas a quedar retenidas en las car--
gas residuales de la matriz del gel (Chen y Craig, 1972; Candido y
Dixon, 1972). El resultado de este efecto es el retraso en la elu-
cién de la histona, lo que lleva a sub-estimar su tamafo molecular.

La electroforesis en gel de poliacrilamida en presen
cia de dodecilsulfato sédico (SDS) es quizé el método mas utiliza-
do para una répida estimacién del peso molecular. Shapiro y col.,
(1967) y Weber y Osborn (1969) demostraron que la movilidad elec--
troforética de todas las prqteinbs probadas es inversamente propor
cional al logaritmo de su peso molecular. Si se comparan las movi-
lidades relativas de las diferentes histonas con las de protefnas
globulares (Panyim y Chalkley, 1971), resultan unos pesos molecula
res aparentes para las histonas considerablemente superiores a los
establecidos por estudios de secuencia de aminoécidos (DelLange y
col., 1969, 1972; Iwai y col., 1970), o por otros métodos (Teller
y col., 1965). Paréce probable que esta aparente discrepancia re—-
sulte de una reduccidn significativa de caracter aniénico de los
complejos histona-SDS, a causa del nlmero anormalmente grande de
cargas positivas en la histona. También, es posible que la parcial
neutralizacién de las cargas negativas del SDS lleve a una confor-
macién del complejo histono-SDS menos extendida que la de los com-
plejos proteina 4cida-SDS, lo que tenderfa a contrarrestar la re--
duccibén en movilidad debida a la reduccién de carga. Sin embargo,
esto parece improbable a la vista de los estudios hidrodinémicos
de Reynolds y Tanford (1970) que no revelan ningfn comportamiento
anémalo de los complejos histona F1-SDS.

Todo lo anteriormente expuesto viene a resaltar las
especiales propiedades moleculares de las histonas y, particular--
mente, las dificultades existentes en la estimacién de sus pesos
‘moleculares. Hoy en dfa, los trabajos de secuencia han conducido
al conocimiento del peso molecular exacto de varias fracciones de
histonas de timo de ternera, lo que ha permitido (Panyim y Chalkley
1971) utilizar esas fracciones como patrones en la electroforesis



en SDS. La curva estfindar construida con lps logaritmos de los pe-
sos moleculares en funcién de las movilidades relativas, aunque
conserva la linearidad, difiere en la pendiente y en la intersec—-
cién con el eje de abcisas cuando se compara con la obtenida con
proteinas globulares.

As{ pues, la electroforesis en SDS permite la estima
cién del peso molecular de histonas, siempre que se utilicen como
patrones fracciones de histonas de peso molecular conocido. En
cualquier caso la técnica no es muy sensible, y los datos que pro-
porciona sélo son aproximados; el error en la determinacién de los
pesos moleculares puede llegar a ser del orden del 108 (Wigle y Di
xon, 1971). . j

Los datos de pesos moleculares de las fracciones

principales de histonas se recbgen en la Tabla I.

1.4.2. RELACIONES ENTRE LA ESTRUCTURA PRIMARIA DE HISTONAS Y SUS
POSIBLES CONFORMACIONES

La determinacién de la secuencia de aminobcidos de
histonas ha sido el objetivo de varios grupos de investigacién en
los Gltimos afios. E1 resultodo ho sido el conocimiento de la es——-
tructura primaoria de cuatro de las fracciones principales de histo
nas, encontréndose la secuencia de las dos restantes =F1 y F2C-
en un avanzado estado de elucidacién.

La primera histona totalmente secuenciada fue la
F2A1 de timo de ternera (DeLange y col., 1968, 1969 a; Ogawa y col,
1969), inmediatamente seguida por las F2A1 de embrién de guisante
(DeLonge y col., 1969 b), hepatoma de rata (Wilson y col., 1970),
timo de cerdo (Sautiere y col., 1970, 1971 b), tumor cloroleucémico
de rata (Sautiere y col., 1971 a) y, recientemente, F2Al del erizo
Parechinus angulosus (Strickland y col., 1974).




La estructura primaria de la histona F3 se conoce en
timo de ternera (DelLange y col., 1972), eritrocito de pollo (Brandt
1972), testiculo de carpa (Hooper y col., 1973), embrién de guisan-
te (Patthy y col., 1973) y eritrocito de tiburén (Brandt y col.,
1974).

La fraccidén rica en lisina, F2B, de timo de ternera
fue secuenciada por Iwai y col. (1970). Aunque por el momento no se
~ conoce la estructura primaria de esta histona procedente de otros
organismos, el estudio de mapas pept{dicos (Hnilica, 1967) ha permi
tido desarrollar estudios comparativos.

Yeoman y col. (1972) y Sautiere y col., (1972) han de
terminado la secuencia completa de la histona F2A2 de timo de terne
ra. Pesteriormente Bailey y Dixon {1973) dilucidaron la estructura
primaria de ko misma fraccién de testiculo de trucha.

La histona muy rica en lisina, F1, es la mayor de to-
das las fracciones (218 residuos). Su secuencia completa no se cono
ce por el momento, ounqué se han desarrollado estudiés de fragmenta
cién, composicién de aminodcidos en péptidos e inclu#o determing=—-
cién de secuencios parciales (Bustin y col., 1969; Evans y col.,
1970; Rall y Cole, 1971). Se ha determinado la secuencia de los 108
residuos primeros de esta histona procedente de timo de conejo (Rall
y Cole, 1971; Jones y col., 1974

Los intentos para determinar la estructura primaria
de la histona F2C, la fraccién encontrada en eritrocitos nucleados,
no han dado fruto por el momento(Greenaway, 1971;Greenaway y Murray
1971; Garel y col., 1972), aunque se conocen varias secuencics par-
ciales (Garel y col., 1975; Sautiere y col., 1975). -

El estudio comparado de estas secuencias de aminoéci-
dos de las fracciones de histonas, parcialmente o totalmente conoci
das, revela ciertas caracterfsticas estructurales dignas de ser des



tacadas,

Asf, la gran homologia existente entre las secuencias
de aminoGcidos de varias de las fracciones de histona procedentes
de diferentes organismos. E1 caso mas claro es el presentado por la
histona F2A1. Es francamente notable el hecho de que se hayan dado
s6lo dos sustituciones conservativas -valina por isoleucina y lisi
na por arginina- entre dos organismos tan distantes filogenética--
mente como el guisante y la vaca. Ya se ha seiialado (DelLange y col.,
1969 b) el hecho de que las secuencias del citocromo ¢ procedente
de trigo y vaca difieren en casi un tercio de sus residuos de ami--
nodcidos, y sin embargo ejercen la misma funcién en ambos organis--
mos. Por comparacién, las relaciones estructura-funciédn inherentes
a la actividad biolégica de la histona F2Al, deben ser extremadamen
te exigentes, es decir, un cambio muy leve en la estructura prima--
ria de la proteina puede afectar radicalmente su funcién. La otra
fraccién rica en arginina, F3, presenta también una alta estabili--
dad con la evolucién, aunque inferior a la F2A1. Es de destacor el
hecho de que uno de los cambios sufridos por la histona F3 al pasar
de la vaca a la carpa, el tiburén o el guisante, es la sustitucién
de una cisteina por una serina; la pérdida de un residuo de cistef-
na en una proteina cuya estructura primaria resulta ser muy estable
en el transcurso de la evolucién, puede interpretarse como un hecho
de alguna trascendencia, ya que provoca un cambio considerable en
la capacidad de la molécula para interaccionar con otras proteinas.
Se puede argVir que la formacién de enlaces covalentes a través de
este residuo no es esencial para la funcién de la histona F3; este
postulado viene apoyado por la idea de que este residuo de cisteina
puede estar oculto en la estructura terciaria de la protefna (Palau
y Padrés, 1972). También se detecté la presencia de cisteina en la
fraccién F2A1 de equinodermos (Subirana, 1971); recientemente se ha
determinado la estructura primaria de la F2A1 de erizo de mar
(Strickland y col., 1974), comprobéndose que la Gnica diferencia
con timo de ternera radica en la aparicién de un residuo de cistei-
na en la posicién ocupada por una treonina en timo. El alcance y la



proyeccién de este cambio en la funcién biolégica de esta histona

estd todavia sin aclarar.

i

La homologia existente entre las secuencias de amino
Gcidos de las fracciones muy ricas en lisina, F1, procedentes de
distintos organismos es también. alta (Rall y Cole, 1971; Johnson
y col., 1974), aunque la variabilidad en esta fraccién es superior
a la encontrada en cualquier otra clase de histona. Por el momento
no se poseen muchos datos para determinar la estabilidad evolutiva
de las histonas F2B y F2A2,

Una segunda caracteristica estructural de las frac--
ciones de histonas que se descubre al estudiar sus secuencias es
la distribucién extremudamente irregular de los aminoécidos a lo
largo de la cadena peptidica, distribucién que afecta, fundamental
mente, ¢ la posibilidad de adquisicién de una determinada conforma

cién por parte de la molécula de histona.

En la Tabla III se muestra la distribucién de amino-
&cidos en distintas regiones de la cadena polipeptidica de las cin
co fracciones principales de histonas de timo de ternera. También
se incluyen las composiciones de aminofcidos de algunas enzimas y
proteinas globulares. Claramente se observa como la irregularidad
en la distribucién de aminodcidos conducen a una "polaridad" en
las moléculas de histonas, con una alta densidad de residuos bési-

cos en una porcién de la misma.

En el caso de la fraccién F2A1, la mitad amino-termi
nal de la molécula contiene una proporcién muy alta de residuos bé
sicos y glicocola. Esta distribucién ha llevado a sugerir que la
mitad N-terminal de la molécula es el lugar primario de interac---
cién con el DNA (DelLange y col., 1969 a). La mitad corboxilo-termi
nal presenta una composicién semejante a la de las protefnas globuy
lares, con una relacién de residuos bésicos/6cidos de 1.5:1, a di-
ferencia de 15.6:1 que presenta la mitad amino-terminal; esta mitad
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TABLA III

Distribucién de aminodcidos en las cinco fracciones de

histona de timo de ternera y en algunas protefinas globulares.

F1 F2A2

Tipo de némero de residuo némero de residvo
amino§cido 1-54 55-108 109-218 1-42 43-92 93-129
Bésicos 22.2 18.5 39.1 33.3 14.0 24.3
Acidos 7.4 7.4 1.8 2.4 14.0 2.7
Hidrofébicos 7.4 25.9 3.6 16.7 32.0 29.7
Prolina 13.0 0 14,5 2.4 4.0 5.4

. B/A 3.0 2.5 21,7 13.9 1.0 9.0

F2B F3 F2A1

Tipo de némero de residuo n? residuo n? residvo
aminoécido 1-34 35-79 80-125 1-53 54-135 1-45 46-102
Bésicos 44,1 13.3 21.8 34.0 18.3 37.8 17.6
Acidos 2.9 11.1 6.5 1.9 12.2 2.2 10.6
Hidrofébicos 2,9 37.8 26.1 11.3 34.1 17.8 39.3
Prolina 11.8 2.2 2.2 7.5 2.4 2.2 0
B/A 15.2 1.2 3.4 17.9 1.5 17.2 1.7
Tipo de
aminodcido a-Lactalbiémina Lisozima Papaing Ribonucleasa.
Bésicos 11.0 13.0 10.0 11.0
Acidos 8.0 8.0 7.0 8.0
Hidrofébicos 31.0 30.0 26.0 26.5

- Prolina 1.7 1.8 5.0 3.0
B/A 1.4 1.6 1.4 1.4

Los valores se dan en moles por ciento. Referencias como en Tabla I.



de la molécula contiene también la mayorfia de los residuos hidrofé
bicos. Estos hechos conducen a pensar que cualquier estructura se-
cundaria organizada que posea la molécula, y que no venga impuesta
por su interaccién con el DNA, estaré presente, con gran probabili
dad, en la mitad carboxilo-terminal de la histona (Delange y col.,
1969 a). Igualmente se supone que esta zona de la molécula seré
una regién destinada a establecer interacciones con otras protef--

nas.

El resto de las fracciones presentan igualmente una
irregular distribucién de aminodcidos. Las histonas F2A2, F2B y F3
muestran, como la F2Al, una acumulacién de residuos bésicos en la
mitad N-terminal de la molécula, y una preponderancia de residuos
dcidos e hidrofébicos en la porcién C-terminal. La fraccién F1
presenta, sin embargo, una "polaridad" de signo opuesto. Aunque su
estructura primaria no se ha elucidado aln, si se conoce la compo-
sicién de aminobécidos de los péptidos procedentes de tres diferen-
tes regiones de la cadena polipeptidica (Bustin y col., 1969), lo
que ha permitido determinar que la mitad amino-terminal de la his-
tona F1, aunque ligeramente bésica, no presenta una preponderancia
de lisina y arginina, por lo que no estd tan cargada como la por=--
cién N-terminal de otras histonas. La fraccién F1 se diferencia de
las demds en que la acumulacién de aminoécidos bésicos se da en la
mitad C-terminal de la molécula, donde mas del 40X de los residuos
son lisina. Esta porcién de la molécula también contiene la gran
mayoria de los residuos de prolina, mientras que la regién central
es rica en aminodcidos hidrofébicos y presenta una ausencig total

de prolina.

Se puede, por tanto, concluir que las moléculas de
histonas presentan dos regiones bien definidas en la cadena poli--
peptidica. Una, rica en residuos bésicos y en residuvos desestabili
zadores dea-hélice, que es probablemente el lugar de unién al DNA,
La segunda regién presenta una composicién semejante a la de las
proteinas globulares y contiene la mayoria de los residuos con al-
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ta posibilidad de formacién de estructura secundaria; es el lugar
donde se producen las interacciones protefna-proteina.

1.4.3. ESTUDIOS FISICOS DE LA CONFORMACION DE HISTONAS

Las cuestiones que se plantean a la vista de la ante
rior discusién giran alrededor de los siguientes puntos:

. Posibilidad de que las histonas adopten upa confor
macién helicoidal. Factores que afectan su conteni
do en a-hélice en disolucién.

« Localizacién de las estructuras secundarias dentro

~ de la molécula de histona. Posibilidad de que es--
tas estructuras se den en las regiones espec{ficas
de la cadena polipeptidica que sugieren las secuen
cias de aminoécidos. '

« Determinacién de las zonas de la molécula donde se
producen las interacciones histona-histona. Posibi
lidad de su identidad con las regiones que presen~
tan estructuras secundarias ordenadas.

Los estudios fisicos de las conformaciones de histo-
nas contribuyen a aclarar estos problemas.

1.4.3.1. Estudios de histonas en estado sblido

Los primeros estudios fisicos de las conformaciones
de histonas se llevaron a cabo sobre la totalidad del material ex~
traido, no sobre las fracciones aisladas (Bradbury y col., 1962;
Elliott y col., 1962; Zubay y Doty, 1959). Los espectros infrarro-
jos (IR) de peliculas sélidas formadas a partir de disoluciones
acuosas mostraron la presencia de dos bandas de amida que se atri-



buyeron en un principio a la conformacién de a-hélice. Posterior--
mente se comprobé que la conformacién B extendida absorbe también
cerca de estas frecuencias, por lo que no es posible asignar estos
picos a la forma a-hélice de un modo inequivoco. La velocidad de
deuteracién de peliculas de histona expuestas a D20 se ha estudia-
do siguiendo los cambios de intensidad sufridos por las bandas de
amida en el espectro IR, lo que mostré que una fraccién de los hi-
drégenos lébiles amidicos se intercambian muy lentamente (Bradbury
y col., 1962). La sugerencia de que el componente de intercambio
lento pudiera deberse a protones del grupo guanidinio de la cadena
lateral de la arginina (Wishnia y Saunders, 1962), se deseché tras
comprobar que una banda resultante de las vibraciones del grupo
guanidinio deuterado aparecia totalmente en cuestién de segundos,
demostrando que los hidrégenos l8biles de este grupo intercambian
répidamente (Bradbury y col., 1967 b). Es posible concluir, por
tanto que los hidrégenos que intercambian lentamente proceden de
los grupos amidicos, y que este hecho puede explicarse con la in--
tervencibén de estos grupos en conformaciones secundarias de la his
tona. Los espectros IR de peliculas formadas a partir de disolucio
nes acvosas de histonas recientemente preparadas, no mostraron nin
guna banda de absorcién caracteristica de estrucutra g8 de lo que
se dedujo que la pelficula de histona total contiene una mezcla de
a-hélice y cadena estadistica. Estudios de dispersién rotatoria
éptica (Elliott y col., 1962) de peliculas semejantes también de--
tectaron la presencia de un componente dea-hélice, cuya participa-
cién aumentaba en las peliculas formadas a partir de disoluciones
de histona en dicloroetanol, disolvente que favorece la formacién

de hélice.

Aungue no se ha encontrado conformacién B extendida
en muestras de histona recientemente preparadas, s{ ha aparecido
esta estrucutra, en proporcién variable, en muestras liofilizadas
y en material envejecido (Bradbury y col., 1965). La presencia de
esta conformacién, en estas condiciones, ha sido atribuide a una
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parcicl desnaturalizacién de las muestros de histonas.

Zubay y Wilkins (1962) llevaron a cabo estudios de
difraccién de rayos X de peliculos de histonas, detectando unos
anillos difusos de difraccién que atribuyeron a la presencia de un
componente de a-hélice. En algunas imlgenes, la aparicién de una
reflexidén adicional se interpreté como compatible con la presencia
de estructura g producida por efectos de desnaturalizacién. Los re
sultados obtenidos por estudios de royos X estén en completo acuer
do con los deducidos de espectroscopfa infrarroja, demostrando que
las peliculas de histona recientemente preparada contienen una mez
cla de conformaciones en a-hélice y cadena estadistica, y que las
muestras desnaturalizadas contienen estructura 8

1.4.3.2 Estudios dé espectroscopia éptica

La medida de la actividad éptica de proteinas en diso
lucién ofrece una considerable informacién acerca de su estructura.
La gran asimetria de la molécula proteica es responsable de la
gran respuesta que se obtiene con la aplicacién de las técnicas de
dispersién rotatoria éptica (ORD) y dicroismo circular (CD). Aun--
que todos los aminofcidos excepto glicocola contienen al menos un
&tomo de carbono asimétrico, la mayoria de ellos producen sélo pe-
quefias bandas de ORD y D (Toniolo, 1970); es la conformacién de
la proteina, la asimétrica y periédica distribucién de las unida--
des peptidicas en el espacio, la que da origen a los espectros ca
racteristicos de ORD y D.

Estas técnicas no son capaces de proporcionar una
exacta determinacién estructural, posible por otro lado con el mé-
todo de difraccién de rayos X, ni una detallada descripcién de de-
terminados entornos, como suministra la resonancia magnética nu---
clear, pero presentan sin embargo la ventajo de su capacidad para
una oproximacién rdpida de las conformaciones presentes en disolu-
ciones diluidas de proteinas. Su alta sensibilidad pérmite que
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sean usadas para el estudio de reacciones que implican cambios en
la actividad éptica, como desnaturalizaciones y transiciones héli
ce-cadena.

Los primeros estudios de histona total en disolucidn
mediante dispersién rotatoria éptica (ORD), demostraron que, en
agua y en urea 8M, la proteina se encuentra en forma de cadena es
tadistica mientras que en dicloroetanol, disolvente que favorece
la conformacién en hélice, la histona adopta una estructura par--
cialmente helicoidal (Elliott y col., 1962). Se han efectuado es-
tudios semejantes con las cinco fracciones de histonas aisladas,
disueltas en diferentes medios (Bradbury y col., 1965, 1967 a;
Jirgensons y Hnilica, 1965). El contenido en hélice crece con el
pH y con la fuerza iénica de la disolucién, en todas las fraccio-
nes de histonas excepto la F1, donde el efecto es mucho menos no-
table. Este hecho estd directamente relacionado con los resulta--
dos obtenidos en los estudios de disoluciones y peliculas de esta
histona mediante espectrocopia infrarroja, que mostraron la pre--
sencia de estructura f-extendida. No estd determinado si esta es-
tructura g es intra o intercoteharia, pero su presencia en un
gran némero de preparaciones de F1, llevé a sugerir que esta con-
formacién puede ser el resultado de una marcada tendencia que es-
ta fraccidn presenta a formar estructura de cadena extendida, y
que, en la nucleohistona nativa, puede existir en esta forma
(Bradbury y col., 1967 a).

Jirgensons y Hnilica (1965) estudiaron la conforma--
cién de las fracciones de histonas en disoluciones acuosas y sali
nas, y observaron la repercusién que tiene el cambio de la sal so
bre el contenido en estructura ordenada de la proteina. La varia-
cién del catién de la sal vtilizada en la disolucién, no conduce
a grandes diferencias en su capacidad para provocar la ordenacién
de la histona. Sin embargo, el cambio de anién presenta un efecto
mucho mas marcado, siendo el anién fosfato el mas eficiente en la
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induceiédn del aumento en el contenido helicoidql.

Lo oplicacién de la técnica de dicroismo circular,
mas moderna, al estudia de la conformacién de histonas ha condu-
cido a resultados muy semejantes, que indican que la estructura
que adoptan en solucién depende en gran manera del disolvente.
Los medios que contienen vrea o presentan bajo pH o fuerza iéni-
ca favorecen la conformacién de cadena estadfstica, mientras que
la elevacién del pH o de la concentracién salina provoca un qu--
mento en el contenido en estructuras ordenadas. |

Fasman y col., (1970) han estudiado la conformacién
de la froccién muy rica en lisina F1, concluyendo que, en disoly
cién acuosa, adopta une estrucutra de cadena estadistica. Estos
mismos autores sometieron a esta histona a roturas con N-bromo--
succinimida, obteniendo dos grandes fragmentos peptidicos cuyos
espectros de (D reflejaban una tendencia mucho mayor a formar es
tructuras organizadas por parte de la mitad N-terminal, como ca-
brfa deducir de la mayor concentrocién de residuos de lisina en
la regién C-terminal (Fasman y col., 1971). También con la técni
ca de (D se han estudiado las interacciones histonas-DNA en los
complejos formodos a partir de DNA y fraccién F1 intacta y entre
DNA y cada uno de los dos fragmentos de la histona (Fasman y col.
1971). Asimismo, se ha investigado la influencia qué lo fosfori-
lacién o la maleilacién de esta protefna tiene en sv unién al
DNA (Adler y col., 1972; Burnotte y col., 1973).

Estudios similares se hon llevado a cobo sobre la
histona F2A1 en disolucién y formando complejo con el DNA (Wag--
ner, 1970; Shih y Fasman, 1971; Li y col., 1971). Los resultados
han permitido concluir uno dependencia de la conformacién de es-
ta fraccién con la fuerza iénica de la disolucién, mientras que
su estructura en el complejo, depende de su unién al DNA, mas
que de la fuerza iénica (Shih y Fasman, 1971). Li y col., (1972)
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Wickett y col., (1972) y Smerdon e Isenberg (1973, 1974) han estu
diado mediante (D y anisotropia de fluorescencia, los cambios con
formacionales inducidos por la adicién de sales a las soluciones
acuosas de histona F2A1, y han detectado la existencia de dos ti-
pos de transiciones; una, rdpida, que ha sido atribuida a la for-
macién de a-hélice y otra, mas lenta, relacionada con la forma---
cién de estructura g, aunque se admite la posibilidad de que se
den otros cambios en las estructuras secundaria y terciaria. La
constante de velocidad para el cambio lento es del orden de minu
tos v horas, dependiendo de las concentraciones de sal y de histo
na, y del tipo de anién presente. La dependencia del proceso rdpi
do oon la concentracién de F2A1 serfa también compatible con un

fenémeno de dimerizacién (Li y col., 1972).

La aplicacién de las técnicasde CD y anisotropia de
fluorescencia al estudio de la estructura de la histona F2B en di
solucién, en funcién del pH y la fuerza iénica (D'Anna e Isenberg
1972), no ha permitido detectar ningln cambio conformacional seme
jante a la tronsicién lenta observada en el caso de la fraccién
F2A1. E1 aumento de la concentracién salina en la disolucién, pro
voca una elevacién en el contenido helicoidal de la estructura de
la histona, siendo el anién fosfato 40 veces mas eficaz que el clo
ruro, como inductor de este cambio conformacional. Adler y col.,
(1974) han estudiado tombién la interaccién entre el DNA y la his
tona en complejos formados con la protefna fntegra y con los frag
mentos peptidicos resultantes de la rotura de la fraccién F2B con
bromuro de cianégeno. Como era de esperar ambos péptidos provocan
distintos efectos sobre el CD del DNA en el complejo.

D'Anna e Isenberg (1974 a,c) han investigado los cam
bios conformacionales sufridos por las histonas F2A2 y F3 en diso
lucién, en funcién de la concentracién de fosfato afiadido, median
te las técnicas de (D, anisotropia de fluorescencia y dispersién
de luz. Esto les ha permitido comparar los comportamientos que si
guen las fracciones F2A1, F2B, F2A2 y F3 en disolucién al varia:
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la fuerza iénica de la misma. Estos autores concluyen que las cua-
tro histonas sufren un cambio conformacional répido, inducido por
la odicién de sal, siendc la conformacion de F2A2 y F3 mucho mas sen-
sible a variaciones de la concentrocién salina que las otras dos

" fracciones. Este cambio répido, se ajusta a un simple modelo de
dos estados, en el caso de F2Al, F2B y F3, pero no en el de F2A2,
donde parece ser mas complejo. Es curioso que, tras sufrir este
cambio conformacional, las cuatro ~ histonas presentan un conteni
do en a-hélice muy semejante, lo que ha llevado a sugerir a estos
mismos autores la posibilidad de que esta similitud en la estructu
ra secundaria de las diferentes fracciones de origen a interaccio-
nes histona-histona, bien dimerizacién (Li y col., 1972; Smexdon e
Isenberg, 1974) o bien formacién de complejos cruzados (D'Anna e
Isenberg, 1973, 1974 b_d). Ademds de este cambio rébido, las frac-
ciones F2A1 y F3 muestran una transicién lenta, donde se produce
una agregacién de la proteina. Este proceso mas lento, es sensible
a la temperatura y a la concentracién de histona; una vez transcu-
rrido, se detecta la presencia de estructura § en la molécula. A
las concentraciones de protefna utilizadas, estos autores no detec
tan taol cambio en las otras dos histonas.

1.4.3.3. ESpectroscopia de resonancia magnética nuclear

La espectroscopfa de resonancia magnética nuclear
(NMR), una técnica potencialmente capaz de dar informacién acerca
del entorno quimico que rodea a determinados aminodcidos dentro de
una cadena polipeptidica, también se ha aplicado al estudio de la
conformacién de histonas. Las mejoras en la resoluci&n de los es—=
pectrofotémetros de NMR y los répidos avances en el trabajo de se-
cuencia de histonas, han hecho posible localizar, parcialmente,
las regiones de estas proteinas que sufren transiciones estructura
les en respuesta a cambios producidos en la atmésfera que les ro-
dea. Como se conoce a partir de los trabajos de secuencia, las dis
tintas regiones de la molécula de cada histona tienen unas caracte
risticas quimicas totalmente diferentes, lo que hace razonable su-



poner que las propiedades fisicas de estas zonas, y quizé suv parti
cipacién en la funcidén biolégica, serén muy diferentes. Esto hace
de las histonas sujetos dignos de estudio por NMR,ya que la distri
bucién asimétrica de los distintos tipos de aminodcidos dentro de
la cadena polipeptidica, permite seguir de cerca el comportamiento
de las distintas regiones de la proteina, observando los picos de
resonancia producidos por las cadenas laterales de las diferentes

clases de aminodcidos.

Las investigaciones de Boublik y col., (1970 a,b) so-
bre las fracciones F1, F2B y F2A1 de histonas demostraron que los
picos de resonancia derivados, principalmente, de aminoécidos hidro
fébicos y arométicos resultaban ensanchados, y su intensidad rela-
tiva reducida, cuando las proteinas se encontraban en disolventes
que favorecian la formacién de estructuras ordenadas. Los cambios
espectrales observados indican restricciones en la libertad de mo-
vimientos de los grupos implicados, lo que revela que esos amino--
Gcidos estén localizados en regiones de la histona que sufren tran
siciones estructurales a formas ordenadas. Por el contrario, los
picos de resonancia que proceden de grupos de las cadenas latera--
les de los animodcidos bésicos, resulton relativamente inafectados
por las transiciones inducidas por el disolvente. Estas observacio-
nes estdn de acuerdo con las conocidas tendencias que los diferen-
tes aminodcidos presentan a estabilizar estructuras ordenadas
(a-hélice). Los espectros de NMR, junto con las conocidas distribu
ciones de los aminodcidos en las histonas, indican que las porcio-
nes central y C-terminal de las proteinas, ricas en aminoécidos hi
drofébicos y arométicos, son las que participan en la formacién de
estructuras ordenadas, mientras que las regiones ricas en aminoéci
dos bésicos, predominantemente las dreas N-terminales, tienden o
permanecer en conformaciones desordenadas. Existe sin embargo, al-
guna ambigUedad respecto a la naturaleza de las estructuras ordeng
das encontradas, en las que, probablemente contribuyen, en distin-
to grado, tanto la «-hélice como las estructuras § intra- e in--

termoleculares.
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La interpretacién de los datos de NMR que supone cam
bios estructurales en la regién C-terminal para explicar la pérdi
da en intensidad de resonancia de amino&cidos hidrofébicos, es la
mas probable. Sin embargo, puede verse en la Tabla III que, aun--
que realmente existe una distribucién no uniforme de los distin--
tos aminodcidos en la molécula de cada histona, también es cierto
que se da suficiente solapamiento como para no poder excluir la
posibilidad de formacién de alguna estructura secundaria en las
zonas muy bdsicas. Para eliminar esta ambigVedad, la histona F2B
se sometié a rotura con bromuro de cianégeno por los residuos de
metionina en posiciones 59 y 62, separéndose los péptidos N- y
C-terminales resultantes. Los estudios detallados de NMR y CD (42
crof{smo circular) de ambos fragmentos (Bradbury y col., 1971) con
firmaron las conclusiones iniciales, e incluso las ampliaron, al
tratar de localizar, dentro de cada péptido, las regiones capaces
de formar estructuras ordenadas. Se estimé que la regién N-termi-
nal y una menor secuencia en la porcién C-terminal de la F2B in--
tacta, regiones que contienen una alta proporcién de residuos de
lisina, no participan en la formacién de estructura helicoidal ba
jo ninguna de las condiciones probadas, pero pueden ser lugares
de unién al DNA. La zona central de la molécula muestra una mayor
tendencia a adoptar formas ordenadas y esté probablemente implica
da en interacciones protefna-proteina (Bradbury y Rattle, 1972),
Estudios de las capacidades que ambas mitades de lg histona F2B
tienen para unirse al DNA y estabilizarlo contra lag desnaturaliza
cién témmica (Li y Bonner, 1971) llevan a conclusiones semejantes.
Parece, por lo tanto, que ambos extremos de esta fraccién tienen
sitios de unién al DNA; el N-terminal, con su gran zona bésica
puede estabilizarle en mayor grado que el C-termingl, menor y me=-
nos bésico.

La distribucién de aminobcidos en la histona F1 es
similar a la encontrada en la F2B. Estudios de NMR indican que
los residuos en posiciones 50 a 106 tienden a formar estructuras
ordenadas al aumentar la fuerza iénica, mientras que el resto de
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la molécula permanece como cadena estad{stica. Por otro lado, los
espectros IR y de ORD muestran que bajo estas condiciones, la
fraccién F1 tiende a formar estructura g-extendida (Bradbury y
col., 1967 a). Se ha conseguido efectuar un alineamiento antipara
lelo de los residuos 50 a 106, que permite emparejamientos que fa
vorecen las interacciones iénicas e hidrofébicas entre cadenas la
terales, para muchos de los aminoécidos (Bradbury y Rattle, 1972).
Parece, pues, probable que la estructura B8 intermolecular sea el
modo primario de asociacién de la histona F1.

Los espectros de NMR de la histona F2A1 revelan que
Unicamente la regién N-terminal, en una secuencia de longitud com
prendida entre un medio y un tercio de la molécula, permanece mé-
vil en medios moderadamente iénicos (Boublik y col., 1970 a; Brad
bury y Rattle, 1972). Asi parece probable que la conocida tenden-
cia de la F2A1 a formar asociaciones intermoleculares (Diggle y
Peacocke, 1971) est& basada en interacciones a través de la mitad
C-terminal de la molécula., Tales interacciones pueden ser impor—-
tantes en la unién de la histona F2A1 al DNA, ya que parece exis-
tir un efecto cooperativo en la asociacién de esta proteina al
DNA (Barclay y Eason, 1972). En un reciente estudio, Pekary y col.
(1973) analizaron cuidadosamente los efectos de la concentracién
de proteina, fuerza iénica y pH sobre los espectros de NMR de la
histona F2A1, llegando a las siguientes conclusiones:Los 20 resi
duos del extremo C-terminal de la protefna, una regién hidrofébi-
ca, tienen una estructura secundaria relativamente rigidﬁ que les
hace "invisibles" en espectros de NMR. En D90, la pérdida de pi
cos de resonancia con concentraciones crecientes de histona es de
bida aasociaciones intermoleculares que llevan a la formacién de
dimeros. Los cambios en intensidad espectral observados cuando la
concentracién de NaCl se hace superior a 0.01M se deben, princi--
palmente, a la formacién de agregados de orden superior. Si estos
hechos observados en la fraccién F2Al pudieran extrapolarse a
otras histonas, ciertas conclusiones previas relacionadas con cam
bios conformacionales podrfan necesitar modificaciones que inclu-
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yeran los efectos de agregacién y precipitacién.

También se ha examinado por espectroscopia de NMR la
conformacién de la histona F2C (Bradbury y col., 1972). Puesto que
por el momento no se conoce su secuencia de aminofcidos completa,
no es posible identificar las regiones responsables de interaccio-
nes proteina-proteina. Investigaciones preliminares indican que la
porcién N-terminal de esta histona, menos bé&sica que el segmento
C-terminal, se encuentra implicada en interacciones muy espec{fi—
' cas que conducen a la formacién de estructuras ordenadas.

Por otra parte, no se han publicado estudios de NMR
de las fracciones F2A2 y F3. Baséndose en la distribucién de amino
écidos que presentan estas proteinas (Tabla III), podrfa predecir-
se que las caracteristicas de estructura secundaria de la histona
F2A2 pudieran ser semejantes a las de las fracciones F1 y F2B, con
extremos capaces de unirse al DNA, y con una regién central impli-
cada en interacciones proteino-protefnao. La histona F3 parece ser
mas comparable a la otra histona rica en arginina, F2Al1 en la que
sbélo el extremo N-terminal tiene una abundancia de lisina‘y argini
na para favorecer la unién al DNA.

La posibilidad delque los segmentos de histonas que
se asocian al DNA formen estructuras ordenadas cuando estén en con
tacto con &1, no puede ser eliminada basdndose en los estudios de
histonas en disolucién. Es bastante posible que cuando lgqs cargas
positivas de las cadenas laterales de lisina y arginina de estas
- regiones resulten neutralizadas por asociacién con los fosfatos
del DNA, sea energéticamente favorable la formacién de estructuras
ordenadas. Por otro lado, la posicién espacial de las cadenas late
rales de los aminobcidos durante la interaccién con la doble héli-
ce del DNA, puede dar lugar a la formacién de regiones de «-héli-
ce en la proteina. Experimentos con modelos muestran que la ordena
cién en a-hélice de la regién N-terminal de la histona F2A1 produ



cirfa una distribucién espacial muy favorable para las interaccio
nes entre aminofcidos bésicos y fosfatos del DNA (Shih y Bonner,
1970). Sin embargo, no es fécil obtener evidencia experimental di
recta de un modelo como el descrito. Los estudios de la conforma-
cién de las histonas por (D y ORD en la cromatina son dificiles
de interpretar a causa del solapamiento de las contribuciones pro
cedentes del DNA, asf como por el hecho de que tanto la conforma-
cién del DNA como la de las protefnas constituyentes, pueden cam-
biar cuando se forma el complejo.

1.5. DIRECCION DE LA INVESTIGACION REALIZADA

Se han aislado y caracterizado las histonas de una
gran variedad de organismos, desde unicelulares a mamiferos, in--
cluyendo invertebrados y plantas (ver apartado 1.1.4.). Asimismo
se ha estudiado el grado de heterogeneidad y especificidad, que ma
nifiestan, predominantemente algunas fracciones de histonas, a lo
largo de la evolucién. No obstante, el conocimiento de las histo-
nas de insectos es, hoy dia, muy incompleto, siendo un organismo
de gran interés para estos estudios dada su situacién intermedia
en la escala evolutiva asi como los cambios muy definidos en su
desarrollo durante la metamorfosis y diferenciacién.

Hon sido muy pocos los trabajos publicados sobre his-
tonas de insectos y la maoyoria carecen de un andlisis detallado
de sus fracciones. Esta falta de interés, quizé hay que achacarla
g las dificultades que encierran el aislamiento y la caracterizo-
cién de histonas de estos organismos, como puede observarse en
los primeros trabajos publicados (LGdh y Brantmark,1965; Dick y
Johns, 1969 a).
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Lindh y Brontmark (1965) aislaron las proteinas bési-
cas nucleares de la mosca Calliphora erythrocephala en el estadio

de adulto farato. Estas proteinas, muy complejas electroforética-
mente, no fueron identificadas ni analizadas, lo que parece demos
trar la poca eficacia del método. Dick y Johns (1969) obtuvieron

histonas totales de adulto de Drosophila melanogaster, utilizando

NaCl 2M y partiendo de grandes cantidades de insecto, dada la po-
ca proporcién de DNA presente (Hastings y Kirby, 1966). Tanto la

composicién de aminofcidos como la imagen electroforética de es--
tas histonas diferian bastante de las de timo de ternera; su iden
tificacién y caracterizacién no se llevaron a cabo, pues resulta-
ron infructuosos todos los intentos realizados para su fracciona-
miento. Este trabajo puso claramente de manifiesto la existencia

de histonas en insectos pero no llegé a revelar el nlmero exacto

de fracciones ni sus propiedades.

Investigaciones posteriores (Pallotta y Berlowitz,
1970; Harris y Forrest, 1970) indicaron que los histonas de insec
tos estdn constituidas por cinco o seis fracciones al menos; pero
para asegurar esto era necesario acometer el fraccienamiento y ca
racterizacién de estas fracciones. |

Los trabajos maos recientes, en los que ya se profundi
za mos en estas estudios se han realizado en el diptero Drosophi-
la melanogaster. Cohen y Gotchel (1971) estudioron los histonas

de este insecto, en cuyao imagen electroforética detectaron cinco
bandas principales y otras de menor movilidad. Estas histonas se
sometieron a proceso de fraccionamiento, pero el aislamiento y ca
racterizacién de fracciones, a excepcién de la de menor movilidad,
fue muy incompleto. Posteriormente, Oliver y Chalkley (1972) rea-
lizaron un estudio mas profundo de las histonos de adulto de Dro-~
sophila melanogaster, llevando a cabo el fraccionomiento y la ca-
racterizacién de las mismas. Su resultados mostraron que ¢uatro
de las cinco fracciones principales son muy semejantes a timo de




62

~ ternera, mientras que la restante -Fl- presenta notables dife-

rencias.

Conclusién de todo lo expuesto es que las investiga-
ciones en el campo de histonas de insectos estén aln en sus co--
mienzos, y que se requiere la realizacién de trabajos més profun
dos para el conocimiento de estas proteinasen esta clase de orga
nismos. Todos estos motivos han sido la causa de que la investi-
gacidén que se recoge en la presente Memoria se centrara sobre el

estudio de las histonas de insectos.

Como material biolégico se ha elegido el diptero Ce-
ratitis copitata, cuyo ciclo vital esté bien definido (Hinton,
1968), al mismo tiempc que se conoce con bastante precisién la
bioquimica de su desarrollo (Fernéndez Sousa y col., 19711a,
1971 b; Municio y col., 1971, 1972 a, 1972 b; Castillén y col.,
1973). El estudio de las histonas de este insecto en las distin-
tas etapas de su diferenciacién es la base de unao linea de inves
tigacién que se desarrolla en el Departamento de Bioquimica de
la Facultad de Quimica de la Universidad Complutense. El trabajo
descrito en esta Memoria, realizado en este Centro, forma porte
de esa linea de investigacién y se ha enfocado sobre el estadio
de adulto farato, nunca empleodo hasta la fecha para la obten——-

~ ¢ién de histonas de ningin insecto.

El primer objetivo del trabajo planteado es, pues,
el aislamiento y caracterizacién de las histonas totales de di--
cho material biolégico, utilizando para ello, can las oportunas
variantes, los diversos métodos descritos para tal fin. E1 frac-
cionamiento de dichas histonas constituye un segundo paso en la
investigacién piesente. Esta etapa es evidentemente necesoria pa
ra una correcta asignacién de las distintas fracciones obtenidas,
pero al mismo tiempo, este fraccionamiento es imprescindible a la



hora de pretender el aislamiento de fracciones putos, proceso que

constituye la tercera fase en este trabajo.

En efecto, un conocimiento profundo de las histonas
de un organismo requiere el estudio detallado de cada una de
sus fracciones aisladas. Asf{, el fraccionamiento de las histonas
totales de Ceratitis, serviré de base para el aislamiento, en es-
tado puro, de sus fracciones. En este momento, la investigacién
habr4 de dirigirse hacia alguna histona en especial, y la elec---
cién recaeréd sobre la fraccién F2Al. Esta histona es quizé la me
jor conocida en un mayor nimero de organismos; su estudio compara
doha permitido establecer puntos acerca de su comportamiento evo-
lutivo. La caracterizacién fisica y quimica de la fraccién F2Al
de Ceratitis permitird la inclusidén de las histonas de insectos
en este estudio comparado. Con este fin, la tercera fase de esta
investigacién se dirigiré al aislamiento y la purificacién de es-
ta histona, para, en una cuarta etapa, proceder a su estudio es--
tructural.

Esta etopa abarcaré la caracterizacién fisica y quimi
ca de la proteina, asi como un conjunto de estudios fisicos y con
formacionales de la misma. El interés de la determinacién de la
estructura primoria de esta histona queda muy disminuido, doda la
constancia evolutiva que presenta, en favor del que tiene su estu
dio conformacional. La investigacién de la estryctura secundaria
de histonas sélo se ho iniciado recientemente, cuando se ha podi=-
do disponer de fracciones aisladas puras. En particular, la con--
formacién de la histona F2A1 de timo de ternera se ha estudiado
en disoluciones en airerentes condiciones, por medio de la aplica
cién de distintas técnicas, entre las que el dicroismo circular y
la resonancia magnética nuclear son las que mejores resultados
aportan. La segunda sin embargo requiere el conocimiento de la se
cuencia de aminodcidos de la proteina para la interpretacién de
datos. El dicroismo circular, por otra parte, es quizé la mejor,



entre las técnicas hoy disponibles, para la deteccién de cambios
en la conformacién global de la proteino, por lo que su uso es

fundamental paro un estudio semicuantitativo. Esto justifica la

direccién seguida en la Oltima etapa de esta investigacién, con-
sistente en el estudio de la estabilidad y comportamiento confor
macionales de la fraccién F2A1 de adulto farato de Ceratitis ca-
pitata mediante espectroscopia de dicroismo circular. Este estu-
dio estructural permitir§ efectuar comparaciones con histonas ho

mélogas.



2. PARTE EXPERIMENTAL

2.1. PREPARACION DEL MATERIAL BIOLOGICO

El diptero Ceratitis capitata se cultivé en el Ins-
tituto Nacioncl de Investigaciones Agronémicas segin el procedi-
miento descrito por Municio y col. (1970).

Los insectos, recogidos en el estadio de adulto fa-
rato, se conservaron a 02C hasta su utilizacién. En la moyorfa
de los experimentos se usaron lotes de 500 o 1.000 g.

2.2, PREPARACION DE CROMATINA CRUDA

El aislamiento de histonas totales o de fracciones
de histonas se llevé a cabo, en cualquier caso, a partir de cro-
matina cruda, por lo que la preparacién de este material es paso

previo a cualquier otro.

Los insectos, en el estadio de adulto farato, se ho
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mogeneizaron en 10 voldmenes (p/v) de NaCl 0.075M-EDTA (écido eti
lendiaminotetracético) 0.025M, pH 8.0, (Bonner y col., 1968), por
agitacidén con bolas de porcelana durante dos horas. E1 homogenei-
zado se filtré a través de varias (de cuatro a seis) capas de ga-
sa y se centrifugé a 1.500 g durante 15 minutos en el rotor angu-
lar GSA de la centrifuga Sorvall RC-2B. Los sedimentos se lavaron

- tres veces con el medio de homogeneizacién y otras tres con tam--

pén Tris (Tris (hidroximetil) aminometano) 0.05M-HC1l, pH 8.0. El
sedimento final, denominado cromatina cruda, se utilizé directa--
mente para el aislamiento de histonas totales o fracciones de his

tonas.

En algunos experimentos se usé NaCl 0.14M-citrato
‘trisédico 0.01M (Dick v Johns, 1969 a) como medio de homogeneiza-
cién. En ocasiones’ la homogeneizacién del material biolégico se
realizé en un Omni-Mixer Sorvall.

2.3. AISLAMIENTO DE HISTONAS TOTALES

Las histonas totales se obtuvieron a partir de la
cromatina cruda siguiendo dos procedimientos diferentes:

- Disociacién salina de la cromatina cruda.

- Extraccién de la cromatina con écido diluido.

2,3.1. DISOCIACION SALINA

El aislamiento de histonas totales por disociacién
salina de la nucleohistona se efectué segin el método de Dick y
Johns (1969 a), con ligeras modificaciones.

La cromatina cruda se resuspendié en NaCl 0.14M y se
centrifugé a 1.500 g 15 minutos. Este proceso de lavado se repitié
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dos veces mas. En ocasiones los sedimentos se lavaron también con
NaCl 0.25M que elimina mucha protefna extracromosomal (Johns y Fo
rrester, 1969). ‘

El sedimento final se resuspendié en la menor canti
dad posible de NaCl 20% con ayuda de un homogeneizador de aspas
Omni-Mixer Sorvall a 220 voltios durante 1 minuto. Posteriormente
la suspensién se mantuvo con agitacién, en frio, durante 18 horas.
En estas condiciones las histonas y el DNA se disocian y solubili
zan, E1 material insoluble se separé por centrifugacién o 30.000
g durante 80 minutos. E1 sobrenadante se clarificé éor filtracién
a través de placa filtrante de poro n? 4 para eliminar cualquier
particula en suspensién. A continuacién se ofiadié HCL IN en canti
dad suficiente para alcanzar una concentracién final de 0.25N; en
este medio Gcido, los dcidos nucleicos y protefinas de carfcter
écido precipitan y pueden separarse por centrifugacién. El cloru-
ro sédico se eliminé del sobrenadante por didlisis frente a agua
destilada durante 18 h, con cuatro o cinco cambios de agua. Las
histonas se precipitaron del sobrenadante por adicién de ocho vo-
ldmenes de acetona y se recogieron por centrifugacién; se lavaron
tres veces con acetona y se secaron a vacio.

En algunos casos las histonas se precipitaron por
adicién de TCA (&cido tricloroacético) 100% (p/v) hasta una con--
centracién final del 18%. En este coso la diflisis frente a agua
destiloda para eliminar el NaCl se puede omitir, ya que la sal es
soluble en TCA 18% y se elimina en el sobrenadante; sin embargo
hay que tener la precaucién de lavar el precipitado una o dos ve-
ces con TCA 18% con el fin de eliminar la sal que pueda estar pre
sente en el liquido que impregna el sedimento. Seguidamente, las
histonas se lavaron con acetona-HCl (2ml de HCl concentrado por
100 ml de acetona); la presencia de HCl tiene por objeto transfor
mar los tricloroacetatos de histonas, bastaonte solubles en aceto-
na, en hidrocloruros (Johns y Butler, 1962). Finalmente, el sedi-
mento se lavé dos veces con acetona y se seco a vacfo.



2.3.2. £X1KACCION ACIDA

Las histonas totales se aislaron por extraccién éci
da de la cromatina cruda con HCl 0.25N siguiendo el método de
Johns (1967 a).

La cromatina cruda se lavé tres veces con NaCl 0.14M
'y, en ocasiones, dos veces mas con NoCl 0.25M. E1 sedimento final
se resuspendié en Tris 0.01M, pH8, y se le adicioné un volumen
igual de HCl O.5N. La suspensién se agité durante tres horas a
49C y se centrifugé a 12,000 g durante 15 minutos. El sobrenadan-
te se guardé y el sedimento se suspendié de nuevo en HC1 0.25N y
se mantuvo en agitacién durante una hora. El extracto Gcido se se
paréldel material insoluble por centrifugacién, como anteriormen-
te. Los sobrenadantés de la primera y segunda extraccién se reu--
nieron y clarificaron por filtracién en placa filtrante del n2 4,
Las histonas se precipitaron del sobrenadonte clarificado, con
ocho volimenes de acetona; en ocasiones se afiadieron unos gotas
de H,S0, concentrado para favorecer la precipitacién, ya que los
sulfatos de histona son mas insolubles que los hidrocloruros. Las
histonas se sedimentaron por centrifugacién y se lavaron y seca--
~ 1on como se ha descrito anteriormente.

2.4. EXTRACCION SELECTIVA

Con el fin de conseguir mezclas mas sencillas de his
tonas, a partir de las cuales poder iniciar el aislamiento de la
fraccién F2A1, se siguieron dos métodos de extraccién selectiva a
partir de la cromatina cruda:

- Disociacién selectiva con sales.
- Extraccién selectiva con disolventes orgénicos.
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2.4.1, DISOCIACION SELECTIVA CON SALES

El material biolégico se homogeneizé con cinco voll- -
menes de NaCl 0.14M-citrato trisédico 0.01M, en un Omni-Mixer Sor
vall a 220 voltios durante cinco minutos. El homogeneizado se fil
tré a través de cuatro capas de gasa y se centrifugé a 1.100 g du -
rante 30 minutos. E1 sedimento se lavd siete veces con NaCl 0.14M,
centrifugéndose a 1.100 g 15 minutos. El precipitodo final se re-
suspendié en un volumen de NaCl 0.25M-Tris 4mM, pH 7.5, y la sus-
pensién se agité en frio durante dos horas y media. Transcurrido
este tiempo se centrifugdé a 30.000 g durante 30 minutos. El sedi-
mento se lavé con NaCl 0.14M y posteriormente se traté con NaCl
0.5M-Tris 5mM, pH 7.5, de la misma manera. Las sucesivas extrac--
ciones se realizaron con disoluciones de NaCl 0.75M, NaCl 1.0M y,
por Gltimo NoCl 2.0M, todas ellas en tampén Tris-HC1 5mM, pH 7.5.

Los extractos salinos se acidificaron con HCl IN has
ta una concentracién final de HC1 0.25N, y el precipitodo formado
se separé por centrifugacién a 30.000 g durante 20 minutos. En
los sobrenadantes se precipitaron las proteinas extraidas afiadien
do suavemente TCA 100% hasta una concentracién final del 18%. Los
precipitados se recogieron por centrifugacién y a los sobrenadan-
tes se les afiadié nuevamente TCA 100% hasta una concentracién fi-
nal del 30%. Las proteinas precipitadas con TCA 18% y con TCA 30%
se lavaron una vez con acetona~HCl, tres veces con acetona y se
secaron o vacio. ' '
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2.4.2, EXTRACCION SELECTIVA CON DISOLVENTES ORGANICOS

2.4.2.1, Extraccién con etanol-HCl

La cromatina cruda se preparé por el método descri-
to anteriormente. A continuacién se lavé dos veces con etanol
90%, tras lo cual se sometié a extraccién con etanol-HCl. Para
ello, una cantidad de cromatina cruda equivalente a 20 mg de DNA,
procedente de 100 g de material biolégico inicial, se suspendié
en 100 ml de etanol 80%-HCl 0.25N, y se mantuvo en agitacién du-
rante 18 horas. Posteriormente la suspensibén se centrifugd a
12,000 g durante 15 minutos; el sobrenadante se conservé y el se
dimento se sometié a una segunda extraccién con la mitod de volu
men de etanol-HCl durante tres horas. Tras una centrifugacién se
mejante se obtuvo Un segundo sobrenadante que se unié al proce--
dente de la primera extruccién,fy a ambos extroctos se afadieron
cinco voldmenes de acetona. Lusjproteinos precip itadas se lava--
ron dos veces con acetona y se secaron a vacio.

La extraccién con etanol-HCl se efectué también di-
rectamente sobre el homogeneizado de insecto. En estos experimen
tos el material biolégico se homogeneizé en cinco volémenes (p/v)
de etanol 95% medionte un Omni-Mixer Sorvall. A continuacién se
centrifugd a 1.500 g durante 10 minutos y el sedimento se lavé
una vez con etanol 95%. Sobre el material resultante se llevaron
a cabo dos extracciones sucesivas con etanol 80%-HCl 0.25N, si--
guiendo la misma metodologia que se ha detallado anteriormente.
La unién de ambos extractos se clarificé por placa filtrante
n? 4, y las proteinas presentes se precipitaron por adicién de
cinco voldmenes de acetond. ‘

El precipitado obtenido se sometid posteriormente a
un proceso de purificacién basado en sucesivas disoluciones y re
precipitaciones. En primer lugar, se disolvié en una pequeiia can
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tidad de agua, y a la solucién se afiadié TCA 100% (p/v) hasta al
canzar una concentracién de IN, Asf precipité un sedimento pega-
joso sobre el que se afiadié etanol 95%; la disolucién no fue to-
tal, y el material insoluble se separé por centrifugacién. Las
histonas se precipitaron del sobrenadante por adicién de tres vo
lémenes de acetona y unas gotas de HCl, se lavaron tres veces
con acetona y se secaron a vacio.

2.4.2.2. Extracciédn con etanol-cloruro de guanidinio

La extraccién directa de la cromatina cruda con eta
nol-GuCl (cloruro de guanidinio) se efectué siguiendo el método
de Johns (1967 b) con algunas modificaciones.

La cromatina cruda, obtenida como se ha descrito an
teriormente, se lavé dos veces con NaCl 0.25M. A continuacién,
se sometié a otros dos lavados con etanol 80% con el fin de ase-
gurar que el disolvente etanol-GuCl utilizado para la extraccién
no se diluya con el agua presente en el residuo hémedo.

El sedimento final se sometié a extraccién con eta-
nol 75%-GuCl 10% (p/v), pH 7.0, suspendiendo una cantidad de cro
matina cruda equivalente a 20 mg de DNA en 100 ml de medio de ex
traccién. La suspensién se mantuvo en agitacién durante 18 horas
a 42C. A continuacién se centrifugé a 12,000 g durante 10 minu--
tos. E1 sobrenadante se conservé y el sedimento se sometié a una
nueva extraccién con 50 ml de etanol-GuCl por 20 mg de DNA, con
agitacién durante tres horas. Tras una centrifugacidn semejante
se separd el sobrenadante y el sedimento se extrojo'por tercera
vez con etanol-GuCl, 25 ml por 20 mg de DNA, Mediante una nueva
centrifugacidn se consiguié el tercer sobrenadante que se unié a
los dos anteriores. El extracto se claorificé por filtracién a
través de placa filtrante del n? 4. Las histonas se precipitaron
por adicién de cuatro volGmenes de acetona y se secoron @ vacio.
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2.5. FRACCIONAMIENTO DE HISTONAS F2A.

Como se verd posteriormente, en Resultados y Discu
sién las proteinas mayoritarias en el extracto de etanol-GuCl
son las histonas F2A]1 y F2A2,

La separacién de ambas fracciones se llevé a cabo
por precipitacién fraccionada:

- a partir del extracto de etanol-GuCl,

- a partir de sochi6n de ambas histonas en &cido

diluido.

2.5.1. PRECIPITACION FRACCIONADA DEL EXTRACTO ETANOL-GuCl

Con el fin de separar las fracciones de histonas
presentes en el extracto de etanol-GuCl se efectué una precipita

cién fraccionada con acetona sobre dicho extracto.

La mezcla de sobrenadantes procedentes de las tres
extracciones de cromatina cruda con etanol-GuCl, se purificé por
filtracién a través de placa filtrante n? 4, como ya se ha des--
crito. Sobre el filtrado se ofiadié un volumen de acetona y se de
jé6 en reposo, en frio, durante la noche. El precipitado se reco-
gié por centrifugacién, y al sobrenadante se le afladieron otros
tres volimenes de acetona. Tras un nuevo reposo en frio se obtu-
vo, por centrifugacién, un segundo precipitado. Ambos sedimentos,
obtenidos por precipitacién con uno y tres volOmenes de acetona
del extracto de etanol-GuCl, se lavaron una vez con una disolu--
cién idéntica en composicién al medio de donde se precipitaron,
dos veces con acetona y se secaron a vacio.

En ocasiones, el primer precipitado, obtenido tras
adicién de un volumen de acetona, se separé por filtracién a
través de placa filtrante del n? 4, El filtrado se someti a la



segunda precipitacién con otros tres volimenes de acetona y el
primer precipitado se recuperé dejando pasar lentamente a través
de la placa filtrante HC1 0.0IN, que redisolvié la proteina rete
nida. La histona redisuvelta se precipité por adicién de seis vo-
16menes de acetona, se lavé con acetona y se seco a vacio.

2.5.2. PRECIPITACION FRACCIONADA DE LA DISOLUCION ACIDA DE F2A

Las histonas extraidas de la cromatina cruda con eta
etanol-GuCl, se trataron de fraccionar por redisolucién en écico
diluido y precipitacién fraccionada con acetona.

Para este fraccionamiento se utilizaron:
- Gcido sulflrico 0.1N.
- écido clohidrico 0.01IN,

2.5.2.1. Precipitacién fraccionada de H2504

Las fracciones de histonas presentes en los extrac-
tos de etanol-GuCl se precipitaron, en conjunto, por adicién de
cuatro voldmenes de acetona, como ya se ha descrito. Las protei-
nas, una vez lavadas y secas, se redisolvieron en H2504 O.IN a
una concentracién de 1 mg/ml. La disolucidn no fue total, y el
material insoluble se separé por centrifugacién. Sobre el sobre
nadante se efectué una precipitacién fraccionada por adicién su
cesiva de acetona, hasta completar uno, dos, tres, cuatro y ocho
vollmenes. Los diferentes precipitados se recogieron por centri
fugacién, se lavaron una vez con un medio igual a aquél de don-
de fueron precipitadas, dos veces con acetona y se secaron a va

P
Cl0.
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2.5.2.2. Precipitacién fraccionada de HCl

Las fracciones de histonas extraidas de la cromati
na por etanol-GuCl se aislaron como ha sido descrito en el apar
tado 2.4.2.2. Su separacién se llevé a cabo por el siguiente

procedimiento (Hoare, 1971).

La mezcla de proteinas se disolvié a temperatura
ambiente en HC1l 0.0IN, a una concentracién de 16.6 mg/ml. A la
disolucién se le afiadieron 2 ml de HCl concentrado por gramo de
histona, y, posteriormente, 2.75 volGmenes (170 ml/gramo de pro
teina) de acetona, con agitacién répida. El precipitado se sepa
ré por centrifugacién y se lavé una vez con el medio acetona-HCl
de precipitacién (100 ml/g de histona), dos veces con acetona y

se secéd a vacio.

El sobrenaodante de esta primera precipitacién se
mezclé con el primer lavado y sobre la mezcla se aifiadié acetona,
0.9 volémenes del volumen total. El precipitado resultante se
recogié por centrifugacién, se lavé con un disolvente igual al
medio de precipitacién, dos veces mas con acetona, y se seco a

ra
vacio,.

2.6. PURIFICACION DE HISTONA F2A1l

Los imdgenes electroforéticas de las preparaciones
de histona F2A1 revelan la presencia de un material de movili--
dad précticamente nula que imp?rifica dichos preparados. E1 he-
cho de que este material no penetre casi apenas nada en el gel
de poliacrilamida al 20% usado: en la electroforesis indica un
gran tamafio molecular, y los métodos utilizados para la purifi-
cacién de la histona F2A1 se basan en esta propiedad.
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Se han seguido dos procedimeitnos para esta purifica
cidn: ‘
- Electroforesis preparativa.
- Cromatografia en gel.

2.6.1. PURIFICACION DE HISTONA F2A1 POR ELECTROFORESIS PREPARATIVA

Se montaron dos geles de poliacrilamida al 208 igua--
les a los usados para electroforesis analftica como muestra la Fi-

gura 2.

Los extremos superiores de ambos geles se pusieron en
contacto, independientemente, con el &nodo de una fuente de tenmw=
sién a través de unas cubetas conteniendo una solucién de écido
acético 0.0IN. Los extremos inferiores se introdujeron en una cube
ta comin que contenfia el mismo acético 0.0IN y a la que se conecté
el cétodo. E1 extremo inferior de uno de los geles, gel a, se tapo
né mediante una bolsa de diélisis, de forma que el material protéi
co que abandonase el gel quedase retenido en su interior.

En el gel a se aplicaron 12 mg de preparacién impura
de F2Al disveltos en acético 0.0IN., En el segundo gel, gel b, se
aplicaron 50 1 de disolucién del mismo material en urea 8M-acéti-
co 0.0IN a una concentracién de 1mg/ml, disolvente y concentracién
vsados en la aplicacién de muestras en electroforesis andlitica.
Este gel b se utilizé como testigo.

La electroforesis se llevé a cabo aplicando una dife-
rencia de potencial de 175 voltios entre ambos polos. A las 24 ho-
ras de desarrollo, se retiré el gel testigo b, se tiié con Negro
Amido y se destifi6 siguiendo el mismo procedimiento que en la elec
troforesis analitica, que se describe posteriormente. Al mismo
tiempo se retiré la bolsa de diélisis del gel a, y el liquido con-
tenido se liofilizé. Se colocé una nueva bolsa y se continué el de
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Figura 2. Montaje de geles de poliacrilamida, vtilizado pora la
purificacién de la fraccién 1 de Ceratitis capitata.




sarrollo de la electroforesis durante otras 12 horas, transcurri
das las cuales se recogié la nueva solucién interna de la que se
recuperd el material proteico por liofilizacién.

Tras las 36 horas de electroforesis del gel a se to
mé la solucién de &cido acético inmediatamente superior al gel,
que presentaba un material fibroso en suspensién, y se liofilizé.
La parte superior del gel donde se esperaba encontrar el material
de alto peso molecular, se separ§, se troceé en fragmentos de
1 mm3, aproximadamente, y se extrajo con &cido acético 0.0IN a
37°C durante 40 horas. Los fragmentos de gel se separaron por cen
trifugacién y el sobrenadante se liofilizé. El resto del gel a se
tifé y destifié como se describe en--el apartado de electroforesis

analitica.

2.6.2. PURIFICACION DE HISTONA F2A1 POR CROMATOGRAFIA EN GEL

La purificacién de F2A1 por cromatograffia en gel, se
1llevé a cabo sobre lotes de 100 mg de la fraccién cruda, aislada
como se ha descrito en el apartado 2.5.2.2, El procedimiento se-~
guido fue el siguiente:

Se disolvieron 100 mg de protefna en 4 ml de Gcido
acético 0.01N. El material insoluble se eliminé por centrifuggm=e
cién, y el sobrenadante se aplicé a una columna de Sephadex G-100
(1.6 x 100 cm). La elucién se efectud a un flujo de 30 ml/h, con
&cido acético 0.0IN que contenfa Hibitane (Clorhexidina, ICI)
0.002% como agente micostético. Se recogieron fracciones de 3.6
ml, en las que se valoré el material proteico midiendo la absor—
bancia a 230 y 268 nm en un espectrofotémetro Beckman DB-G. Las
fracciones correspondientes a un mismo pico se reunieron y liofi-
lizaron. . o
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2.7. METODOS ANALITICOS

2.7.1. VALORACION DE DNA

La valoracién del DNA se realizé por espectrofotome
tria a 260 nm del DNA hidrolizado, y por colorimetria valorando
la desoxirribosa con el reactivo de difenilamina (Dische, 1930).
En el primer caso es imprescindible eliminar previamente el RNA
presente en la muestra. Para ello, la disolucién problema se so-
metié a lo marcha de Hill y col. (1971) con modificaciones que

se describen a continuacién.

A una.alfcuota de muestra se afadié TCA 100% hasta
alcanzar una concentracién del 20% con el fin de precipitar éci-
dos nucleicos y proteinas. El sedimento se lavé dos veces con
dos volémenes de TCA 5% para eliminar nucleotidos presentes, y
una vez mas con dos volGmenes de etanol-éter (3:1 v/v). El resi-
duo se hidrolizé con dos volimenes de KOH 0.3N a 379C durante 18
horas. Transcurrido el tiempa de hidrélisis se enfrié rapidamen-
te y se afadieron 0.9ml de PCA (écido perclérico) 1.35N frio,
con el fin de precipitar el material no hidrolizado.

El precipitado se lavé con PCA 0.25N para eliminar
los restos de RNA hidrolizado. El residuo lavado, que contiene
el DNA, se hidrolizé con dos volimenes de PCA 0.15N, a 902C du--
rante 20 minutos, se enfrié y se afiadié 1 ml de PCA 1.35N. El hi
drolizado se recuperé en el sobrenadante y el residuo se lavé
con PCA 0.25N cuyo sobrenadante se reunié con el anterior para
la valoracién del DNA. E1 DNA hidrolizado, libre de RNA, pudo ya
valorarse por absorcién a 260 nm. E1 coeficiente de extincién es

Elzgg = 0.224 para una disolvcién de 0.001% (Webb y Levy, 1958).
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La valoracién colorimétrica del DNA por el método
de la difenilamina puede realizarse en presencia de RNA, ya que
la sustancia que detecta el reactivo es la desoxirribosa, siem-
pre que no se encuentren presentes sustancias que interfieran
con la reaccién (Burton, 1956). El método utilizado (Dische,
1930) fue el siguiente:

A un volumen de disolucién problema no inferior a

1 ml se ofiadieron dos voldmenes de reactivo de difenilamina
(1 g de difenilamina en 100 ml de &cido acético y 2.75 ml de
H2S04 concentrado), y se calent§ a 1002C durante 10 minutos. Se
enfrié y se midié la absorbancia a 595 nm frente a un blanco en
el que la solucién problema se sustituyé por agua destilada. Es
te método detecta contidades de DNA comprendidas entre 50 y 500

g /ml. La curva patrén puede construirse con DNA esténdar (50~
500 g/ml) o con desoxirribosa (20-100 g/ml); en este Gltimo
caso, la cantidad de DNA se calculd multiplicando el valor de
desoxirribosa obtenido por el factor de correccién 2.5. Cuando
se utilizé DNA esténdar la solucién patrén se sometié a los mis
mos tratomientos que la solucién problema.

2,7.2, ELECTROFORESIS EN GEL DE POLIACRILAMIDA

2.7.2.1. Electroforesis sencilla

La electroforesis en gel de poliacrilamida se rea-
1liz6 segln el método de Johns (1967 a), excepto el tediido y des
tefiido de los geles que se realizé segin la modificacién descri
ta posteriormente por el mismo autor (Dick y Johns, 1969 b).

Polimerizacidn

Los geles se prepararon en tubos de vidrio de 13.5
cm de longitud y 0.8 cm de diémetro interno. En ocasiones se



vtilizaron tubos de 11.9 cm de largo y 0.6 cm de diémetro inter-
no. Para facilitar la separacién del gel una vez desarrollada la
electroforesis, los tubos de vidrio se siliconaron antes de efec
tuar la polimerizacién; para ello, los tubos se trataron con una
disolucién de diclorodimetilsilano al 0.58% en benceno.

La mezcla de polimerizacién se preparé de la siguien
te manera: se disolvieron 40 g de acrilamida y 0.6 g de bisacri-
lamida en 150 ml de agua destilada. La disolucién se filtré a
través de papel Whatman n? 1 y al filtrado se afiadieron 0.25 ml
de TEMED (N,N,N' ,N' tetrametiletilendiamina). La mezcla se ajus
té a pH 3.0 con Gcido acético glacial y a continuacién se desga-
sificé a vacfo para eliminar el aire que podrfa formar burbujas |
dentro del gel. Por fltimo, se afiadieron 0.3 g de persulfato amé
nico, previamente disuelto en agua para no agitar la mezcla de
polimerizacién, y se ajusté el volumen a 200 ml con agua destila
da.

Manteniendo los tubos en posicién vertical y tapa--
dos por su extremo inferior, se llenaron con la mezcla de polime
rizacién hasta una distancia de 2.5 cm de su extremo superior.
Las burbujas que puedan quedar dentro de la disolucién, en la
parte inferior o adosadas al vidrio, se eliminaron presionando
el tapén de goma de la parte inferior. Para evitar que la super-
ficie superior del gel quedara céncava, se afiadié lentamente so-
bre cada tubo una capa de agua con la ayuda de una aguja hipodér
mica, evitando que se removiera la superficie, de forma que la
interfase entre la capa de agua destilada y la mezcla de polime-
rizacién fuera plana. Seguidamente se dejaron en reposo durante
cinco o seis horas, hasta que la polimerizacién se Completé;
transcurrido este tiempo se retiré el agua de la superficie del
gel y se sustituyd por &cido acético 0.01N. |
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Pre-electroforesis

Con el fin de eliminar lo iones necesarios para la
polimerizacién, TEMED 2+ y 52082‘, que perjudican la separacién
de bandas y su reproducibilidad, los geles se sometieron a pre-

electroforesis.

Los tubos se colocaron en la cubeta de electrofore
sis y sus compartimentos se llenaron con dcido acético 0.0IN. A
continuacién se conecté a la fuente de tensién con el polo nega
tivo abajo y se establecié un thenciul de 125 voltios durante
tres horas. Al cabo de este tiempo se renové el Gcido acético
de las cubetas y se hizo pasar la corriente otras tres horas.
La operacién se repitié menteniendo el mismo voltaje durante
seis horas mas. Los geles asi équilibrados pueden utilizarse se
guidamente para el desarrollo electroforético, o guardarse, en
posicién vertical, recubiertos de acético 0.0IN hasta su utili-

ZOCién .

Desarrollo de la electroforesis

Las muestras de histonas se disolvieron a una con-
centracién de 0.2-1.0 mg/ml, segén la complejidad de la muestra,
en urea 8M-acético 0.01IN.

Los tubos previamente equilibrados se colocaron en
la cubeta de electroforesis llena de &cido acético 0.0IN. La di
solucién de las muestras se depositd§ suavemente con ayuda de
una microjeringa conectada en su extremo a un capilar de polie-
tileno, sobre la superficie del gel, evitando su difusién en el
1fquido circundante. Seguidamente se conecté a la fuente de ten
sién -el polo negativo con la parte inferior- y se aplicé una
corriente de 175 voltios durante seis horas.

Transcurrido este tiempo los geles se recuperaron
fracturando el tubo de vidrio.
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Revelado

Los geles se introdujeron durante 12 horas al me--
nos, en una disolucién de Negro de Alizarina R al 0.5% (p/v) en
etanol 30% (v/v). En ocasiones, 'se tifieron con Negro Amido 0.5%
(p/v) en &cido acético 1!.

El destefiido de los geles tefiidos con Negro de Ali
zarina se realizé introduciéndo%os en etanol al 40% y calentan-
do en bafio de agua a 552C. La disolucién de destefiido se renue-
va hasta el transparentado total. El destefiido de los geles te-
 fiidos con Negro Amido se realizé por electroforesis en sentido

transversal.

Densitor.etrado

En las ocasiones en las que se requirid una deter-
minacién cuantitativa de la distribucién de proteina en las ban
das electroforéticas, los geles se densitometraron en un micro-
densitbémetro Canalco, modelo G, equipado con un computador para
el registro autombtico de las éreas.

2.7.2.2. Electroforesis doble

Para realizar comparaciones inequivocas de las mo-
vilidades de dos muestras, se sometieron a electroforesis simul
ténea sobre el mismo gel, mediante el procedimiento descrito
por Johns (1969).

Los geles, una vez equilibrados, se dispusieron en
la cubeta llena de Gcido acético 0.0IN y se elevaron ligeramen-
te por encima del nivel del lfquido. La superficie del gel se
secé cuidadosamente usando papel absorbente.

Las muestras a comparar se disolvieron en el disol
vente de muestra -0.5-2.0 mg/ml dependiendo de la complejidad
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esperada- y se aplicaron en zonas opuestas de un disco de papel
de filtro -Whatman n2 1 de 7 mm de diémetro-, evitando la difu
sién y el contacto entre ambas mediante una linea de silicona
~diclorodimetilsilano al 0.5% en benceno- aplicada previamente
a lo largo del diémetro del disco de papel usando un capilar fi-

NO.

El disco de papel, conteniendo las muestras, se co-
locé seguidamente sobre la superficie seca del gel y se cubrié
inmediotamente con 1 ml de disolvente de muestra. A continuacién
se afiadié rapidamente el disolvente de desarrollo hasta el llena
do completo del tubo. El tubo se introdujo en la cubeta a su po-
sicién original y la electroforesis, el tefiido y el destefiido se
llevaron a cabo como se ha descrito para la electroforesis senci
1lla.

2,7.3. DETERMINACION DE PESOS MOLECULARES

El pesomolecular de la histona F2A]l se determiné
por electroforesis en gel de poliacrilamida en presencia de SDS
(dodecilsulfato sédico), segln la técnica de Panyim y Chalkley
(1971).

Los geles a pH 7.6 se prepararon mezclados 7.5 ml
de solucién A -acrilamida 60%, N,N'metilen-bisacrilamida 0.4%
en agua-, 10.8 g de vrea, 15 mg de SDS, 50 1 de TEMED (N,N,N’
,N'tetrametiletilendiamina) y 1.25 ml de tampén fosfato 1.0M,
pH 7.6. La disolucién resultante se ajusté a pH 7.6 con HC1l 1N,
se afiadié agua destilada hasta 30 ml y, finalmente, 6 mg de per
sulfato aménico. La disolucién de acrilamida polimeriza en 30

minutos y se dejé una hora més.

Las muestras se disolvieron en tampén fosfato
0.01M, pH 7.6, SDS 0.05%, conectado el polo positivo en la par-
te inferior, durante seis horas a 80 voltios.
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Una vez finalizado el desarrollo electroforético los
geles se recuperaron por froctJra del tubo, y se tifieron con una
disolucién de Negro Amido 0.1% y Gcido acético 20% durante cinco
horas como minimo. El destefiido se realizd sometiendo los geles a
electroforesis en sentido transversal. Los geles fueron densitome

trados como se ha descrito anteriormente.

Cédlculo de pesos moleculares

A las muestras problema se les aiiadié, antes de ser

aplicadas, histona total de timo de ternera como patrén, ya que
dadas las pequefias variaciones en movilidad que ocurren entre dis
tintos geles, se debe construir una curva patrén para cada gel.

En la electroforesis en SDS la histona total de timo

de ternera se resuelve en cuatro bandas que corresponden, de ma--
yor a menor movilidad, a las fracciones F2A} (Pm 11.000), FoAy
(Pm 12.500), F2B + F3 (Pm 14,000) y F1 (Pm 21.000).

La curva patrén se construye representando gréfica--

mente las movilidades relativas de cada fraccién en funcién del

logaritmo de su peso molecular.
M Distancia origen gel a fraccién X
I =
Distancia origen gel a F2A] de timo

2.7.4, ANALISIS DE AMINOACIDOS

Las proteinas se hidrolizaron con HCl azeétropo -de
0.5 a 1 ml por mg de protefna- a 1102C, en tubos Pyrex cerrados
a vacio. Generalmente se efectuaron hidrélisis de la misma mues-—-
tra a diferentes tiempos, con el fin de poder extrapolar los re--
sultados a tiempo cero -para los velores de Ser, Thr y Tyr- vy
corregir los datos de aquellos residuos de aminodcidos que forman
enlaces peptidicos mas resistentes o la hidrélisis -Val, Ile-.
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Finalizado el tiempo de incubacién, los tubos se abrieron y los
hidrolizados se llevaron a sequedad a vacio sobre NaOH.

Los anélisis de aminofcidos se realizaron en un
analizador automético Durrum modelo D-500, provisto de un compy
tador PDP-8M que automatiza todas las operaciones de acuerdo
con un programa previamente seleccionado. El tiempo de anélisis
fue de 100 minutos. La muestra se aplicéd disuvelta en tampén ci-
trato, pH 2.20, y el proceso de elucién se efectué con disolu—-
ciones tampén de citrato sédico a pH 3.25, 4.25 y 7.09. Para re
generar la columna de resina después de cada anflisis se utilizé
una disolucién de NaOH 0.3N que contiene 0.25 de EDTA por litro.

2.7.5. DETERMINACION DEL RESIDUO N-TERMINAL

La identificacién del residuo de aminoGcido N-ter-
minal se realizé uvtilizando el método del cloruro de dansilo
(Gray, 1972; Pérez-Aranda, 1975).

Para ello se tomaron de 0.2 a 1 nmol de protefna
disveltos en unos 100ul de agua en un tubo Durham, y se lleva--
ron a sequedad. A continuacién se afiadieron 10 ul de NaHCO3. 0.2
M, se centrifugé y se evapord el disolvente.

El reactivo se preparé mezclando volOmenes igua--
les de C1-DNS (cloruro de dansilo) en acetona =2.5 mg/ml- y
agua. 10 ylde la mezcla se afadieron sobre la protefna, el tubo
se cubrié con papel parafinado y se mantuvo a 452C durante 30
minutos. El color amarillo de la solucién debe desaparecer tras

la incubacién.

Seguidamente, la solucién se llevé a sequedad so--
bre NaOH y HpSO4 y se adicionaron 20 ulde HC1 éN. E1 tubo se ce
rré a vacio y se montuvo de 10 a 14 horas o 1052C. Transcurrido
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este tiempo se abrié el tubo y su contenido se secé perfectamente
bajo vacio. E1 residuo se disolvié en 5 ul de etanol 95% (v/v).

La separacién de los dansilderivados se llevé a cabo
mediante cromatografia en capa fina utilizando placas de poliami-
da (Chen Chin Trading Co., Ltd., Taipei, Taiwan). En una de las
. caras de aplicé la muestra problema; en la otra, el problema mas
una solucidén de dansilaminoécidos patrones en una concentracién
de 0.1 mg/ml de cada uno de ellos.

La cromatografia se desarrolld, en primer lugar, con
&cido férmico al 1.5% en agua. La placa se secéd perfectamente y
se corrié, en direccidn perpendicular, en tolueno-écido acético
glacial (10:1, v/v). Una vez seca la placa, los dansilderivados
se localizaron por iluminacién con luz ultravioleta. Todos los
dansilaminodcidos se resuelven con estos dos sistemas, excepte
los pares DNS-Glu/DNS~-Asp y DNS-Thr/DNS-Ser. Para resclver estos
Gltimos, la placa se desarrolla segin la segunda dimensién en una
mezcla de acetato de etilo-metanol-écido acético (20:1:1, v/v/v).

2.8. OBTENCION DE DATOS CONFORMACIONALES

- - . > P A D A e ey T iy D i S o Sy A e AP S e D T WD D G e P P S RS ama P
D i s i M T 8 o S e S S e D D s e A S M T Gl S S 5 B W A8 SO e

El estudio conformacional de la histona F2A1 se desa
rrollé a partir de los datos obtenidos por dicroisme circular
(0)de sus disoluciones acuosas. La determinacién de la concentra
cién de proteina en disolucién, paso previo a cada experimento,

se efectué por métodos espectrofotométricos.

2.8.1. DISOLUCIONES DE PROTEINA

- -rzngraro~ disalucicres de F2Al en cgua, a concen
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traciones, aproximadas, que variaron entre 0.05 y 0.20 mg/ml, se--
gin los casos. Las disoluciones se conservaron a 49C hasta su uso.

La concentracién de proteina se determiné a partir de
su absorbancia a 210 nm, utilizando el valor E ?‘l’: = 20.5X0.14
dl/cm.g (Tombs y col., 1959). Los espectros de absorcién ultravio-
leta se obtuvieron en un espectrofotémetro Cary 14, modelo CN-50,
barriendo desde 300 hasta 200 nm. Se usaron células de 1 cm y 2mm
de paso dptico.

2.8.2. VARIACION DE LA FUERZA IONICA

La disolucibn acuosa de F2A1 se hizo 0.01M en Tris,
por adicién de la cantidad adecuada de Tris 0.5M, pH 7.8.

Las concentraciones deseadas de NaCl se obtuvieron
aifiadiendo, progresivamente, voﬂﬁmenes precisos de disoluciones sa-
linas, previamente preparadas  las concentraciones mas convenien-
tes -0.4M, 2M y 4M~ y conservadas a 42C hasta su utilizacién.

Todas las adiciones a la disolucién de histona, se

efectuaron con agitacién constante, e inmediaotaomente antes de me--
dir el espectro de (D de la solucién resultante.

2.8.3. VARIACION DEL PH

En los experimentos destinados a investigar la confor
macién de la histona en funcién del pH, la disolucién acuosa de
F2A1 se hizo 6M en cloruro de guanidinio (Gu-Cl), con el fin de
eliminar cuolduier posible agregacién existente. A continuacién,
la solucién se dialozé frente a HC1 0.0IN, y la concentracién de
F2A1 se determiné espectrofotométricamente como se ha descrito an-
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teriormente. E1 pH de la disolucién se ajusté a 2.0 por adicién de
HC1 1.0N y glicocola 0.2M, y se fue elevando progresivamente afig--
diendo NaOH concentrada. Las adiciones se efectuaron con agitacién
constante, e inmediatamente antes de la obtencién de los espectros

de OD.

2.8.4. ESPECTROS DE CD

Los espectros de (D de las distintas disoluciones de
la histona F2A1 se registraron a 22%12C, en un espectropolarime~-
tro Cary 61.

£l espoctro barribé desde 260 nm hasta 210 nm, a una
velocidad de barrido de 10 nm/min. La linea base se ajusté para el
disolvente utilizado -Tris 0.01M, pH 7.8~ aunque, en algurios co--
sos particulares, se hicieron las correcciones de datos necesarios
por referencia al espectro del disolvente. La anchura de rendija
se programé para una resolucién del oxden de 1 nm, constante a lo
largo de las longitudes de onda barridas, Se utilizaron células de
1 y 4 cm de paso éptico, y los datos se obtuvieron en términos de
elipticidad.



3. RESULTADOS YDISCUSION

3.1 AISLAMIENTO DE HISTONAS TOTALES

La primera etapa del presente trabajo, la preparacién
de histonas totales, se abordé inicialmente utilizando el método
descrito para adulto de Drosophila melanogaster (Dick y Johns,

1969 a), dada su similitud con Ceratitis capitata. Posteriormente

se aplicd el procediwiento de extraccién écida de la cromatina cry
da (Johns, 1967 a), y se compararon los resultados obtenidos, que
se detallan a continuacién.

3.1.1, DISOCIACION SALINA

La cromatina cruda de adulto farato de Ceratitis ccgg
tata se preparé segin el método descrito en el apartado 2.2. Las

histonas totales se aislaron por disociacién salina de la cromati-
na cruda siguiendo el procedimiento de Dick y Johns, (1969 a) con
ligeras modificaciones, tal como se describe en la seccién 2.3.1.
Las proteinas as{ extraidas se caracterizaron por electroforesis
en gel de poliacrilamida segin el método de Johns (1967 a), deta--
llado en el apartado 2.7.2.

En la Figura 3 se muestran las imfgenes electroforéti
cas de las histonas totales de adulto farato extraidas con NeCl
20% (B) y de las histonas totales de timo de ternera (A) que se
vtilizan como patrén de comparacién. .



Utilizando la técnica de electroforesis doble (Johns,
1969 a) que elimina todas las variables que puedan restar valor a
una comparacidn entre geles distintos (Fig. 3 D) se observa clara-
mente la presencia de dos bandas de gran intensidad, ambas de me—-
nor movilidad que las fracciones de itimo de ternera, y la ausencia
de una banda de movilidad comparable a la fracciédn F2A1 de timo.
Este hecho resulta extrafio a primera vista, ya que esta fraccién
es la més constante a lo largo de la evolucién y no es de esperar
su ausencia en histonas de insectos. Puede, sin embargo, encontrar
se una posible causa a esta falta en el hecho de que esta fraccién
es una de las que mas tarde se disocia de la cromatina a concentra
ciones salinas altas (Wilhelm y Champagne, 1969), as{ como en la
tendencia que esta histona presenta a la agregacién (Diggle y Pea-
cocke, 1971). Asi pues, es posible que ain estando presente en la
cromatina y debido a las particulares caracteristicas del método
de obtencibdn, no se haya extraido o se haya eliminado, agregada,

durante la centrifugacién.

Otra caracterfstica de estu preparacibén, que queda pa
tente en su imagen electroforética {Fig. 3), es la ausencia de con
taminacién por purte de proteina no-histona, que se pondria de ma-
nifiesto por la presencia de bandas de baja movilidad. Solamente
se aprecia una banda débil préxima a la superficie del gel, que ha
sido identificada (Rojo, 1975) como un agregado de la fraccién F1.

Utilizando este método que conduce a preparaciones po
co contaminadas con proteinas no-histonag, se comete el error de un
desigual aislamiento de fracciones. Este hecho también se observa
en las imbgenes electroforéticas de las histonas de Drosophila, pu
blicadas por Dick v Jnhrs (1020 ),

El anélisis de uwinodcidos de la preparacién de histo
na total obtenida por disociacién salina se efectud segin el méto-
do descrito en el apartado 2.7.4. El resultado se recoge =n lo To-



Figura 3. Electroforesis en gel de poliacrilamida.(4) Histonas
totales de timo de ternera. (B) Histonas totales de adulto fa-
rato de Ceratitis capitata, extraidas por disociacién salina

de la cromatina cruda, con NaCl 20%. (C) Id., precipitadas con
TCA 18%. (D) Electroforesis doble de histonas totales de timo
de ternera (izquierda) e histonas totales de adulto farato de

Ceratitis capitata, extraidas por disociacién salina de croma-
tina cruda, con NaCl 20% (derecha).

En esta y siguientes figuras, la migracién es des-
de arriba (&nodo) hacia abajo.
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bla 1V, donde se presentan también las composiciones de las histo
nas totales obtenidas por disociacién salina a partir de Drosophi

la melanogaster (Dick y Johns, 1969 o) y de timo de ternera (Loeb

1968). La comparacién de estos resultados, revela la alta propor-
cién, en adulto farato de Ceratitis, de los aminoécidos treonina
y arginina, tanto mas sorprendente esta Gltima cuanto que se tra-
ta de una preparacién carente de una banda posteriormente identi-
ficada como correspondiente a una de las fracciones ricas en argi
nina. Como consecuencia de esta alta proporcién, la relacién de
ominodcidos bésicos a dcidos (B/A) se encuentra aumentada y la de
lisina a arginina (Lys/Arg) notablemente disminufda. Estas anorme
lidades serén discutidas mas adelante.

Los resultados obtenidos no dependen del método uti-
lizado para la preparacién de cromatina cruda, ya que tanto el
NaCl-EDTA (Bonner y col., 1968) como el NaCl-citrato (Dick y
Johns, 1969 a), usados como medio de homogeneizacién (ver aparta-
do 2.2.) condujeron a los mismos resultados.

No se puede decir otro tanto en lo que respecta al
procedimiento seguido para la precipitacién de las histonas tota-
les. En la Figura 3 C se muestra la imagen electroforética de las
proteinas precipitadas con TCA al 18%. Se observa la ausencia de
una de las bandas intensas de baja movilidad cuando se compara
con la imagen procedente de la precipitacién con acetona (B). Pos

teriormente se comenta este extremo,
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TABLA IV

Composicién de aminodcidos de histonas totales de
adulto farato de Ceratitis capitata obtenidas por disociacién sa

lina de cromatina cruda, comparada con las de otros organismos
preparadas por el mismo método.

Aninodcido Cer?titis Drosophila Timo de
capitata melanogaster (1) ternera (2)

Acido aspértico 8.2 8.8 4.9
Treonina 10.9 5.4 5.6
Serina 5.6 7.0 5.1
Acido glutémico 9.0 12.4 8.5
Prolina 5.5 4.7 4.6
Glicocola 7.6 8.5 9.3
Alanina 11.3 1.7 13.1
Cisteina - - -
Valina 6.3 5.2 6.4
Metioning tr 0.2 tr
Isoleucina 3.0 3.3 4.4
Leucina 3.0 7.7 8.0
Tirosina 0.3 1.2 2.6
Fenilalanina 0.9 2.0 1.9
Histidina 1.0 1.8 1.9
Lisina 16.0 16.2 15.0
Arginina 11.2 : 5.8 8.8
B/A 1.6 1.1 1.9
Lys/Arg 1.4 2.8 1.7

Los datos se dan en moles de aminodcidos por 100 moles.
(1) Dick y Johns, 1969 a
(2) Loeb, 1968
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3.1.2, EXTRACCION ACIDA

La cromatina cruda se preparé segin el procedimiento
descrito (apartado 2.2.) y se sometié a extraccién con écido di--
luido tal y como se detalla en el apartado 2.3.2. La composicién
de aminoécidos de las peoteinas asf{ extraidas se recoge en la Ta-
bla V, comparados con la composicién de histonas totales de Droso

phila melanogaster (Oliver y Chalkcley, 1972) y timo de ternera
(Dick y Johns, 1969 c), obtenidas por el mismo procedimiento.

Las preparados de histona total de Ceratitis mues——-
tran contaminacién de proteina no-histona, ya que la relacién B/A
es inferior a la unidad, pero la proporcién de los demés aminoci

dos es relativamente semejante a la de histonas de Drosophila.

En la Figura 4 A se muestra la imagen electroforéti-
ca de la preparacién de histonas totales de cromatina cruda de
adulto farato de Ceratitis. Se observa la presencia de seis ban--
das de coloracién intensa, que pueden identificarse provisional--
mente como histonas, y varias bandas de movilidad menor que pue--

den corresponder a proteina no-histona.

Para comprobar la semejanza entre esta preparacién y
las histonas de timo de ternera se realizd una electroforesis do-
ble de ambas muestras, que aparece en la Figura 4 C, De las seis
posibles histonas, s6lo las dos de mayor movilidad parecen coinci
dir con fracciones de timo: F2Al y F2A2, Otras dos tienen movili-
dad intermedia pero no son coincidentes con ninguna histona de ti
mo. Las dos restantes presentan menor movilidad que la F1 de ter-

nerae.

A la vista de estos resultados, parece que la extrac
cién &cida de cromatina cruda permite la obtencién de todas las
fracciones de histonas, eviténdose la pérdida de la fraccién com-
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TABLA V

Composicién de aminodcidos de histonas totales de
adulto farato de Ceratitis copitata obtenidas por extraccién

dcida de cromatina cruda, comparadas con las de otros organismos
preparadas por el mismo método.

|

Aminodcido Ceratitis Drosophila Timo de
capitata melanogaster (1) ternera (2)

Acido aspértico 11.0 8.2 4.9
Treonina 4.4 6.0 5.3
Serina 3.8 6.4 5.0
Acido glutémico 17.5 1.1 8.4
Prolina 4,2 4.6 4.8
Glicocola 8.1 8.5 8.7
Alanina 9.0 12.0 13.6
Cisteina tr - tr

Valina 6.9 5.5 6.2
Metionina 1.2 0.4 0.9
Isoleucina 5.7 4.3 4.4
Leucina 6.0 7.4 7.7
Tirosina 1.4 1.9 2.3
Fenilalanina 2.7 ‘ 2.2 1.7
Histidina 1.7 1.8 2.3
Lisina ' 9.3 12.4 14.9
Arginina 7.1 ' 7.3 8.9
B/A 0.6 1.2 2.0
Lys/Arg 1.3 1.7 1.7

Los datos se.dan en moles de aminodcidos por 100 moles.
(1) Oliver y Chalkley, 1972
(2) Dick y Johns, 1969 c
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parable en movilidad con la F2A1 de timo de ternera, si bien las
preparaciones aparecen excesivamente contaminadas con proteina

no-histona.

3.1.3. DISCUSION GENERAL DEL AISLAMIENTO DE HISTONAS TOTALES

La preparacién de histonas totales de un insecto en-
trafia grandes dificultades por la naturaleza de este material bio
légico. El procedimiento utilizado en primer lugar en la presente
inventigacién para el aislamiento de histonas totales fue el des-
crito por Dick y Johns (1969 a). Las razones que condujeron a es-
ta eleccién se basaron fundamentalmente en la similitud entre los
dipteros Ceratitis capitata y Drosophila melanogaster y en los mo
tivos que llevaron a los citados autores a la aplicacién del méto
do de disociacién salina. Por un lado, el aislamiento de histonas
requeria grandes cantidades de material de partida a causa de la
pequeiia cantidad de DNA presente en estos organismos (Hastings y
Kirby, 1966) y, en segundo lugar, los métodos clésicos de prepara
cién de histonas, vélidos para organismos superiores, no resulta-

ron satisfactorios cuando se aplicaron a insectos. Las preparacio
nes obtenidas conducian a imégenes electroforéticas muy complejas
y presentaban gran contaminacién por proteina no-histona; sus ané
lisis de aminodcidos daban relaciones B/A muy inferiores a la uni
dad (Dick y Johns, 1969 a).

El método de disociacién salina, por el contrario,

conducia a preparaciones mas puras, con una relacién B/A igual a
1.12 y con imdgenes electroforéticas de cuatro bandgs intensas y
definidas. Dick y Johns no identificaron estas bandas por lo que
no pudieron demostrar la completa eficacia del método ni averigvar
sus limitaciones. Lo mas llamativo de sus resultados es la eleva-
da relacién Lys/Arg de 2.8 y la casi total ausencia de la banda

de movilidad correspondiente a la F2Al de timo de ternera.
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i

Figura 4. Electroforesis en gel de poliacrilamida., (A) Histonas
totales de adulto farato de Ceratitis capitata, extrafdas con
HC1 0.25N, de la cromatina cruda. (B) Histonas totales de timo
de ternera. (C) Electroforesis doble de histonas totales de adul

to farato de Ceratitis capitata, extraidas de la cromatina cruda

con HC1 0.25N (izquierda) e histonas totales de timo de ternera
(derecha).
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En e¢i guuito tarato de Ceratitis capitata, el método

conduce a preparaciones con caracteristicas semejantes a excep---
cién de la relacién Lys/Arg, que resulta inferior a lo que cabria

esperar.

Parece, pues, evidente, que las condiciones de ex——-
traccidén son responsables de estas anormalidades. Serfa necesario
realizar un estudio profundo del comportamiento de la nucleopro=—
teina frente a distintas concentraciones de NaCl para tratar de
encontrar las condiciones que permitan el aislamiento de todas
las fracciones cuantitativamente sin solubilizar protefnas extra-
cromosomales. Pero para poder dar una interpretacién justa a estos
resultados es requisito previo obtener preparaciones que conten—--
gan todas las fracciones de manera inequivoca y esto sélo es posi
ble por extraccién 4cida de la cromatina cruda.

Los resultados obtenidos con este segundo procedi---
miento confirman lo apuntado por Dick y Johns (1969 a); se obtie-
nen preparaciones bastante contaminadas e imégenes electroforéti-
cas complejas. Sin embargo, en esas bandas se deben encontrar to-
das las fracciones de histonas presentes en la cromatina del insec
to, probablemente entre las seis bandas de mayor movilidad. Este
nimero puede parecer excesivo a simple vista, dado que, en gene—
ral, esta técnica electroforética resvelve las histonas totales
de la mayoria de los organismos en solo cuatro bandas, pero es
preferible de momento no destacar posibles fracciones, pues los
pocos datos que existen en la bibliograffa sobre histonas de in-—-
sectos de extraccidén &cida refieren la presencia de cinco o seis
bandas en sus imégenes electroforéticas (Pallotta y Berlowitz,
1970; Oliver y Chalkley, 1972).

La confirmacién de estos resultados requeria el ais-
lomiento de histonas a partir de una preparacién mas pura. Traba-

jos paralelos a los descritos en esta Memoria, llevaron o la par-



Figura 5. Electroforesis en gel de poliacrilamida. (A) Histonas
totales de adulto farato de Ceratitis capitata, extraidas con
HCl 0.25N de cromatina parcialmente purificada (Rojo, 1975).
(B) Histonas totales dg adulto farato de Ceratitis capitata,
extraidas por disociacfén salina de la cromatina cruda, con

NaC}] ‘- 20%.

Las bandas principales se numeraron segin su movili
dad.
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cial purificacién de la cromatina (Rojo, 1975). Lo extrpccién &ci-
da de la misma condujo a la obtencién de una preparacién de histo-
nas totales cuya imagen electroforética se muestra en la Figura 5
A. En ella se aprecia claramente como las seis bandas de las posi-
bles histonas han aumentado notablemente en proporcién con respec-
to a las bandas de menor movilidad, indicativas de la pequefia con-
taminacién que aln se encuentra presente. Esto viene a confirmar
la presencia de las fracciones de histona entre estas seis bandas,
que se identifican provisionalmente numeréndolas de mayor a menor
movilidad.

También se muestra (Fig. 5 B) la imagen electroforéti
ca de 1g preparacién de histonas totales de adulto farato de Cerati
tis, obtenida por disociacién salina de la cromatina cruda. Lo com
paracién de ambas prsparaciones permite correlacionar los histonas
de adulto farato obtenidas por ambos métodos. Las histonas totales
obtenidas por disociacién salina contienen solamente cuatro de las
seis posibles histonos, esto es, las fracciones correspondientes o
las bandas 2,3,5 y 6.

Esta previa identificaciédn de fracciones nos permite
igualmente determinar la ausencia de la banda 5 en los prepurados
de histona total obtenidos por disociociédn salina y precipitacién
con TCA 18% (Fig. 3 C). Esta banda 5 ha sido identificada (Rojo
1975) como unu protefna especifica del pupario. Es soluble en TCA
al 18%, lo que explica su desaparicién de los preparados de histo~
nas totales precipitados con este écido (Fig. 3 C). Por otro lado,
esta fraccidn 5 presenta una gran proporcién de los aminobcidos
treonina -mas del 308~ y arginina -alrededor del 258~ en su
composicibén, y este hecho es la razén de que las preparaciones de
histonas totales que contienen esta fraccién, revelen, en su compo
sicién, unos valores de estos aminobcidos superiores o los que co-
be esperar. '
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3.2. FRACCIONAMIENTO

Los procedimientos de fraccionamiento seguidos en el
presente trabajo han sido aplicadoswn dos fines diferentes. Por
un lado se ha tratado de contribuir a la identificacién de las
fracciones de histonas de adulto farato de Cerotitis capitata. La

extraccién selectiva de un grupo mas o menos numeroso de fraccio-
nes, mediante la oplicacién de alguno de los procedimientos des~-
critos, ha sido un criterio de identificacién ampliamente utiliza
do (Johns, 1971). Su aplicacién al caso particular de este insec-
to ha posibilitado la identificacién de varias fracciones de his-

tonas.

Pero por otro lado, y fundamentalmente, los métodos
de fraccionamiento de han utilizado con fines preparativos. El
aislamiento de la fraccién F2A1, objeto de estudio, ha requerido
la puesta a punto de una serie de procedimientos de extraccién se
lectiva ya descritos para otros organismos, pero que han tenido
que ser modificados para su aplicacién al caso especial de Cerati
tis. E1 uso de estos métodos de fraccionamiento ha contribuido
esencialmente al aislamiento de la histona.

Los distintos métodos de fraccionamiento existentes
ya han s;do presentados y sus ventajas e inconvenientes analizge
dos, en el apartado 1.2.3. De entre todos ellos sélo algunos se
han vtilizado en el presente trabajo. ‘

Los extrafios resultados obtenidos al aplicar el méto
do de disociacién salina al acislamiento de histonas totales (apq;
tado 3.1.1.), sobre todo la ausencia de la banda 1 en las imége--
nes electroforéticas de estas preparaciones, presenfobo el sufi--
ciente interés como para intentar llevar a cabo un proceso de di-
sociacién selectiva de la cromatina por tratamiento con diferen—
tes concentraciones de NaCl. Ademds la coincidencia de las movili
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dades electroforéticas de la banda 1, ausente en estas preparacio
nes, y de la F2Al1 de timo, podrfa resultar de la homologia de am-
bas proteinas, tanto més cuanto esta fraccién parece ser la mas
estable a lo largo de la evolucién (ver apartado 1.4.2.). Esto
aifiadia interés al proceso de la disociacién salina de la cromati-
na, Con estas miras, la disociacién selectiva se aplicé al caso
del adulto farato de Ceratitis capitata.

Ademés de la disociacién selectiva con sales, se han
utilizado en las presentes investigaciones otra serie de procedi-
mientos de extraccién selectiva basados en el uso de disolventes
orgénicos. Los problemas planteados por los distintos procedimien
tos de fraccionamiento completo de las histonas totales, no resul
tan en absoluto compensados por los rendimientos obtenidos en ca-
da una de las fracciones individuales. Esto obligé a desechar es-
te tipo de métodos o la hora de plantear el aislamiento de una
cantidad suficiente de histona F2A1 para proceder, posteriormente,
a svu purificacién y estudio. Con este fin resultan mucho mas inte
resante las variaciones de extraccién selectiva basadas en el uso
de disolventes orgénicos (ver apartado 1.2.3.2.), que permiten ob
tener mezclas de histonas mas sencillas, a partir de las cuales
pueda llevarse a cabo, en una etapa subsiguiente, el aislamiento
definitivo. Asi se han utilizado los precedimientos de extraccién
selectiva con etanol-HCl y etanol-cloruro de guanidinio.

3.2.1. DISOCIACION SELECTIVA CON SALES

La cromatina cruda de Ceratitis capitata en el esta-
dio de adulto farato se sometid a disociacibédn selectiva con NaCl

segin el procedimiento descrito en el apartado 2.4.1.

La aplicacién de este método pretende, por un lado,
el estudio del comportamiento de la nucleoproteina de este insec-~
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to frente a disoluciones salinas de variable fuerza iénica con vis
tas o su fraccionamiento, y, por otro, la investigacién de las con
diciones que conduzcan a preparaciones de histonas totales en las
que se evite al méximo la pérdida total o parcial de algunas frac-

J

ciones.

Los preparados extraidos con NoCl 0.25M, 0.50M, 0.75M,
1.0M y 2.0M se caracterizaron por electroforesis en gel de polig--
crilamida. La imagen electroforética del primer preparado exhibié
solamente la presencia de débiles bandas de baja movilidad. A esta
concentracién de NaCl la cromatina permanece sindisociar y sélo se
solubilizan proteinas extracromosomales. Esto justifica la conve-- :
niencia de lavar la cromatina de Ceratitis con NaCl 0.25M cuando -
ésta va a ser destinuda a aislamiento de histonas totales o sus
fracciones. Una situacién semejante se ha descrito en el caso de
cromatina de timo (Johns y Forrester, 1969 a).

Las imagenes electroforéticas de los preparados ex==-
traidos con el resto de las disoluciones de NaCl se muestran en la
Figura 6 (A-D). Como puede observarse, con NaCl 0.50M se solubili-
za ya algo de histona. Con NaCl 0.75M y 1.0M se extrgen en gran
proporcién las cuatrm fracciones identificadas por electroforesis
doble (Fig. 6 E) como fracciones 1,2,3,4 y en menor proporcién la
fraccién 5, y algo de proteina no identificada. Por 6ltimo, con
NaCl 2M sélo se extraen restos de fracciones de histonas destacan

do la fraccién 5.

Lo primera que llama la atencién es la temprana diso-

ciacién que muestra la cromatina de Ceratitis capitata, sobre todo
con NaCl 0.50M cuya fuerza iénica sélo consigue en otros organis--
mos la disociacién de la fraccién muy rica en lisina, F1 (Ohlen---
busch y col., 1967) que es la mas débilmente unida al DNA. También
‘es de destacar que con NaCl 0.75M y 1.0M prdcticamente se disocia
el total de las fracciones. Esto puede ser mds explicable a causa
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de la propia técnica utilizada. En efecto, Murray y col.,(1970)
observaron que el tratamiento repetido de la nucleoproteina puede
extraer fracciones que requerirfian mayores concentraciones en un
s6lo tratamiento. Hay que sefialar igualmente la ausencia de la

- fraccién 6, sobre todo teniendo en cuenta que con NaCl 20% es, jun
to con la fraccién 5, la que se extrae en mayor proporcién.

En resumen, la nucleoproteina de Ceratitis capitata

parece ser mas fdcilmente disociable que la de otros organismos,

pero el método de disociacién selectiva con NaCl no extrae ningu-
na fraccién pura. Las fracciones 1 y 4, ausentes en los preparados
con NaCl 20%, se extraen en la misma proporcidén que las fraccio--
nes 2 y 3, sin embargo, la fraccién 5 se extrae en muy poca pro--

porcién y la fraccién 6 no aparece en ningdn preparado.

A la vista de estos resuvltados parace clarc que este
método no es adecuado para fraccionar histonas y no se puede juz-
gar si lo es para la preparacién de histonas totales en tanto se
desconozca la identidad de las fr-. . icnes. Mas adelante se discu-

te este extremo.

3.2.2. EXTRACCION SELECTIVA CON ETANOL-HC]

La extraccién de cromatina de timo de ternera con la
mezcla etanol-HCl ha permitido el aislamiento selectivo y cuanti-~
tativo de las fracciones F2A1, F2A2 y F3 (Johns, 1964 a). La apli
cacién de esta extraccidén al caso particular estudiado en este
trabajo, ha requerido efectuar algunas variaciones fundamentales

sobre el método descrito para timo de ternera.

En los primeros experimentos, la extraccién con eta-
nol-HCl se llevé a cabo directamente sobre el homogeneizado del
insecto. La homogeneizacién en etanol 95% y un lavado con el mis-
mo medio fueron as{ los Unicos pasos previos a la extraccién (ver
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Figura6 . Electroforesis en gel de poliacrilamida de histonas
disociadas de la cromatina cruda de adulto farato de Ceratitis
capitata a distintas concentraciones de NaCl. (A) 0.50M, (B)
0.75M, (C) 1.0M, (D) 2.0M. (E) Electroforesis doble de histo--
nas totales de adulto farato de Ceratitis capitata extraidas
por disociacién salina con NaCl 208 (izquierda) e ‘histonas d{
sociadas con NaCl 0.75M (derecha).
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apartado 2.4.2.1.). El material proteico obtenido, presentaba una
complicada imagen electroforética, donde aparecia una gran canti--
dad de bandas de mayor movilidad que las fracciones de histonas,
muestra de la presencia de otras protefnas bésicas. El aumento del
nimero de lavados con etanol 95% previos a la extraccién, no condu
jo a disminuir estas contaminaciones. La aplicacién al material ex
troido, del procezo adicional de purificaciédn basado en sucesivas
disoluciones y precipitaciones que se describe en la seccién 2.4.
2.1., fue igualmente infructuasa. Hubo pues, que modificar el pro-
cedimiento descrito para timo de ternera y la primera modificacién
aplicada fue la voriaciénde la relacién entre los volimenes de me-
dio de extraccién y la cantidad de material sometida ol proceso.
La valoracién de DNA en el homogeneizado, siguiendo el método des-
crito en el apartado 2.7.1., permitié efectuar distintas extraccio
nes con proporciones de etanol-HCl diferentes; los resultados de
estos experimentos no fueron, tampoco, satisfactorios. En las imé-
genes electroforéticas de la proteina extraida se observaban varia
ciones en las proporciones relativas de algunas bandas, pero en
ningln coso desaparecion las de alta movilidad.

Estas bandas no aparecen en los preparados de histona
total obtenidos por extraccién écida o disociacién salina de la
cromatina cruda. Su deteccién en los extractos de etanol-HCl del
organismo entero llevé a considerar la gran probabilided de que co
rrespondieran a protefnas extranucleares solubles en el medio de
extraccién, lo que explicarie su presencia en todos los preparados,
fuera cuol fuere la relacién del volumen de etanol-HCl al material
extraido. Estas conclusiones llevaron a la aplicacién de un nuevo
método, segin el cual se procedib, en primer lugar, a la preparg--
cién de cromatina cruda siguiendo el mismo procedimiento usado pa-
ra el aislamiento de histonas totales. La cromatina se lavé con
etanol 90X y se sometib.a la extraccién con etanol-HCl. Los resul-
todos mostraron una total ausencia de las bandas contaminantes de
alta movilidad, lo que confirmaba su procedencia extranuclear; sin



Figura 7. Electroforesis en gel de poliacrilamida. (A)Histonas
totales de adulto farato de Ceratitis capitata preparadas por
extraccién &cida de la cromatina. (B) Fracciones aisladas por
extraccién de la cromatina con etanol-HCl.
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embargo la extraccién no era totolmente selectiva ya que, aunqgue
en diferente proporcién, aparecian todas las bandas atribuidas a
" histonas. De nuevo se procedié a efectuar diferentes extraccio—-
nes, ahora de la cromatina, con distintas relaciones de volumen

de medio a cantidad de DNA en lo;misma. De esta forma se consi-=-
guié determinor una relacién éptima entre ambos valores que con-
ducia al aislomiento selectivo de tres de las bandas. Este es el
método descrito en el apartado 2.4.2.1., cuyo resultado se carac
terizé por electroforesis y aparece en la Figura 7 junto con la

histona total de Ceratitis preparada por extraccién écida de lao

cromatina. Tras la observacién de ambas imégenes se pueden dedu-
cir varios interesantes puntos. Asi, de las seis bandas que apao-
recen en la preparacién de histonas totales, sélo tres --las nu-
meradas como 1, 2 y 4~ estén presentes en el material extraido

con etanol-HCl, mientras que las otras tres bandas -3, 5 y 6~

no aparecen en cbsoluto. Esto permite concluir una gran selecti-
vidad de extraccién por parte de este procedimiento. Por otre lo
do, no sz detecto ningln tipo de contaminacidn por materiales de
alta movilidad (Fig. 7 B), aunque aparecen, sin embargo, una se-
rie de bondas contaminantes procedentes, seguramente, de protef~

na no-histona.

En resumen, el tratomiento de la cromatine cruda de
adulto farato de Ceratitis con etanol-HCl conduce a la extrac---
cién selectiva de las fracciones de histonas que dan origen a
las bandas electrcforéticas 1, 2 y 4, E1 material extraido pre-~
senta contaminacién por proteina no-histona. Su utilidad como mé
todo preparativo o de identificacidn se discute mas edelante.

3.2.3. EXTRACCION SELECTIVA CON ETANOL-CLORURO DE GUANIDINIO

Este procedimiento fue utilizado con éxito para la
extraccién selectiva de las histonas F2Al y F2A2 de timo de ter-
nera (Johns, 1967 b). Su aplicacién al caso de adulto farato de
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Ceratitis capitata requirié efectuar varias modificaciones en el

método descrito, de modo semejante a como se ha comentado en el
apartado anterior para la extraccién con etanol-HCl. Fundamental
mente la proporcién éptima de volumen de medio de extraccién a
cantidad de cromatina hubo de ser determinada a base de efectuar
varios procesos de extraccién en los que esta relacién variase.
Los mejores resultados se obtuvieron con las ptoporciones deta--
lladas en el apartado 2.4.2.2.

La determinacién de la cantidad de DNA pfesente en
la cromatina, necesaria para el ajuste de los vollmenes de ex——-
traccibén, se efectudé como se detalla en la seccién 2.7.1.

La electroforesis en gel del material extrafido pro-
dujo la imagen que se muestra en la Figura 8. En ella se observa
la presencia de Unicamente dos bandas coincidentes en movilidad
con las 1 y 2 de histonas totales de extraccién 4cida (Fig. 8 A).
El material extraido no estd contaminado por productos de degra-
dacién, pero presenta una leve impurificacién por bandas de me—-
nor movilidad. Es éste, de todas formas, un método de extraccién
también muy selectivo.

Mds adelante se discute sobre la aportacién que es
tos resultados han ofrecido a la identificacién de las distintas
fracciones. Igualmente se comentaré la utilidad que tiene este
procedimiento de extraccién como método preparativo.

3.2.4. DISCUSION DE UNA IDENTIFICACION PROVISIONAL

Los resultados descritos permitieron, en este estg
do de la investigacién, efectuar una identificacién provisional
de fracciones. Si bien una identificaciédn definitiva requiere la
obtencién y caracterizacién de cada una de las histonas presen--
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tes, la necesidad de elegir un método adecuado de fraccionamien-
to para el subsiguiente aislamiento de la fraccién F2A1, hizo
preciso analizar cuidadosamente los resultados obtenidos en los
procesos de extraccién total o parcial de histonas con el fin de
adscribir de una forma no definitiva, las diferentes fracciones
a las bandas que aparecen en las imégenes electroforéticas.

Asi, el aislamiento de histonas totales proporcio-
né algunos resultados sugestivos. Ya se ha descrito (apartado
3.1.3) como la comparacién de los métodos de disociacién salina
y extraccién écida, indujo, en un primer momento, a la eleccién
de este 0ltimo como procedimiento de preparacién de histona to--
tal. E1 alcance que puede tener la ausencia de la banda 1 en las
imégenes electroforéticas del material obtenido por disociacién
salina (Fig. 5) no podia establecerse hasta no conocer la natura
leza del material presente en e}la. Sin embargo, la presencia de
dicha banda 1 en los extractos de etanol-HCl -método descrito
para el aislamiento de las fracciones F2Al, F2A2 y F3- (Fig. 7)
y de etanol-cloruro de guanidinio -proceso descrito como selec-
tivo para la extraccién de F2A1 y F2A2- (Fig. 8), inducia a la
sospecha de que la proteina existente en esta banda fuera alguna
de las fracciones principales. Esta sospecha crecié al comparar
mediante electroforesis doble las movilidades relativas de la
histona total de Ceratitis obtenida por extraccién fcida y de
la histona total de timo de ternera, y comprobar que la banda 1
y la F2A1 de ternera migran igual (Fig. 4 C). La constancia en
la secuencia de esta histona entre organismos tan diépores como
el guisante y la vaca (DeLange y col., 1969 b), hace suponer que
la fraccién homéloga en Ceratitis presentard una estructura muy
parecida y, por lo tanto, una movilidad electroforética muy seme
jante. Por otro lado, se conoce la gran tendencia que esta frac-
cién tiene a la agregacién (Diggle y Peacocke, 1971), lo que ex-
plicaria su ausencia en los prepuradoé de histonas por disocia--
cién de la cromatina en NaCl al 20%. Todos estos hechos conduje-
ron a la firme sospecha de que esta banda 1 podia ser la frac---
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Figura 8. Electroforesis en gel de poliacrilamida. (A) Histonas
totales de adulto farato de Ceratitis capitata preparadas por

extraccién Gcida de la cromatina. (B) Fracciones aisladas por
extracciédn de la cromatina con etanol-cloruro de guanidinio.

wapa
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cién F2A1 de Ceratitis, y esto llevé a desechar el método de diso
ciacién salina como procedimiento para la obtencién de preparacio
nes de histona total que pudieran valer como testigos de referen-
cia en las subsiguientes etapas de fraccionamiento.

Los métodos de fraccién selectiva también han hecho
interesantes aportaciones a la identificaciédn de fracciones. La
posibilidad de que la histona F2A1 esté presente en la banda 1 ya
se ha comentado. La imagen elecFroforético de la preparacién de
histonas obtenida por extraccién con etanol-cloruro de guanidinio
(Fig. 8) muestra, ademés de esta banda 1, la presencia de la ban-
da 2. Cuando este procedimiento de extraccién selectiva se aplicé
al caso de timo de ternera (Johns, 1967 b) se obtuvieron las frac
ciones F2A1 y F2A2, lo que llevé a concluir que, si la F2Al est6
localizada enk banda 1, muy probablemente la F2A2 sea la frac---
cién nue da origen a la banda 2. Este razonamiento viene reforza~
do por la igualdad de las movilidadeselectroforéticas de esta ban
da 2 y de la histona F2A2 de timo (Fig. 4 C).

Por otro lado, la extraccién con etanol-HCl, descri
ta como selectiva para las fracciones ricas en arginina -F2Al,
F2A2 y F3- (Johns, 1964 a) condujo, en Ceratitis a una imagen
electroforética donde estaban presentes las bandas 1, 2 y 4 (Fig.
7). Sobre la base de que las anteriores suposiciones sean ciertas,
se podria identificar, tombién provisionalmente, la banda 4 con
la fraccién F3.

La asignacién de bandas no podia, por el momento,
ir mas lejos. Por lo tanto, los Gnicos puntos que se pudieron con
cluir y siempre no de un modo definitivo, fueron la presencia de
las fracciones F2A1, F2A2 y F3 en las bandas 1, 2 y 4, respectiva
mente, lo -ue implicorfa que las histonas ricas en lisina esto---
rfan loca...alas ertre las bcrlas 3, 5y 6.
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3.3. AISLAMIENTO DE F2Al

Tras los buenos resultados obtenidos con la oplica
cién del método de extraccién con etanol-cloruro de guanidinio
a la cromatina de adulto farato de Ceratitis capitata, el mate-

rial de partida para el aislamiento de la histona F2A1 quedaba
reducido @ una mezcla proteica, cuya imagen electroforética mos
traba la presencia de dos bandas =1 y 2-,-identificadas provi-
sionalmente como F2A1 y F2A2, y, en mucha menor proporcién, la
de impurezas por parte de protefna no-histona (Fig. 8).

La obtencién de F2A1 requerfa, pues, el fracciona-
miento de esta mezcla, para lo cuol se siguieron dos diferentes
caminos: precipitacién fraccionada del extracto de etanol-clory
ro de guanidinio y precipitacién fraccionada de la disolucién

de la mezcla en cido diluido.

3.3.1. PRECIPITACION FRACCIONADA DEL EXTRACTO ETANOL-GuCl

El procedimiento seguido se describe en la seccién
2.5.1, Los precipitados obtenidos por adicién de uno y cuatro
voluménes de acetona se identificaron por electroforesis y sus
imGgenes se muestran en la Figura 9. Come puede versé, en el ma
terial precipitado con un volumen de acetona (Fig. 9 A) se en—-
cuentra presente la banda 2 y casi la totalidad de la impureza
de proteina no-histona, mientras que en el precipitado con cua-
tro volGmenes (Fig. 9 B) oparece la fraccién 1, probable F2Al,
acompafiada con algo de fraccién 2 y una contaminacién debida a
material de alto peso molecular, posiblemente algln agregado,
que apenas penetra en e ~-l.
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Este método presenta por lo tanto una parcial utili
dad; si bien no resuelve totalmente la mezcla de fracciones ly 2,
1
si consigue eliminar toda la contaminacién existente debida a

proteina no-histona.

3.3.2. PRECIPITACION FRACCIONADA DE DISOLUCION ACIDA

~ Esta precipitacién se efectud segin se describe en
la seccién 2,5.2. E1 fraccionamiento a partir de la disolucién
de ambas histonas en HyS04 no dié buenos resultados. Se varié la
concentracién de proteina en disolucién y, en cada caso, se in--
" tenté el fraccionamiento por adicién de distintos volOmenes de
acetona, pero en ninguna de las condiciones estudiadas, se obtu-
vo una total separacién de ambas fracciones.

Por el contrario la mezcla de ambas histonas si se
pudo resolver mediante precipitacién fraccionada con acetona de
su disolucién en HCl; de todas las condiciones probadas, la me--
jor separacién se obtuvo con el procedimiento descrito en 2.5.2,

El resultado de este fraccionamiento se muestra en
la Figura 10. La imagen electroforética del material precipitado
por adicién de 2.75 volimenes de acetona refleja la presencia ca
si exclusiva de la fraccién 1, sélo impurificada levemente por
una minima proporcién de banda 2 y acompafiada por un material de
alto peso molecular que permanece a la entrada del gel. La pro--
teina soluble en este medio, y precipitada por la posterior adi-
cién de acetona resulta ser fraccién 2 en su gran mayoria, aun--
que contaminada por proteina no-histona y por productos de degra
dacién de mayor movilidad. También se detecta en este preparado
la presencia de pequefias cantidades de banda 1, no totalmente

eliminada en la primera precipitacién.
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Figura 9. Electroforesis en gel de poliacrilamida. (A) Material
precipitado del extracto de etanol-cloruro de guanidinio, por
adicién de un volumen de acetona. (B) Material soluble en este

medio y precipitado por adicién de acetona hasta completar cua-
tro volGmenes.
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Figura 10. Electroforesis en gel de poliacrilamida. (A) Material
precipitado de la disolucién de lo mezcla de fracciones 1 y 2 en
HC1 0.0IN, por adicién de 2.75 vollmenes de acetona. (B) Mate---

. rial soluble en este medio y precipitado por adicién de acetona
hasta completar cuatro voldmenes.
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En resumen, la mezcla de histonas 1 y 2 pudo ser
fraccionada casi totalmente mediante precipitacién con acetona
de su disolucién en HCl 0.0IN; la fraccién 1, primera en preci-
pitar se encuentra menos contaminada que la 2, que presenta im~
purificacién por proteina nc-histona.

Tras comprobar su eficacia sobre la mezcla de frac
ciones 1 y 2, este mismo método de aplicé a la fraccién 1 cruda
obtenida por precipitacién fraccionada del extracto de etanol-
cloruro de guanidinio (Fig. 9 B). Los resultados de la sucesién
de ambos procesos de fraccionamiento se muestran en la Figura
11, donde se aprecia 1la gran pureza del material precipitado
con 2,75 volimenes de acetona a partir de la disolucién de frac
cién 1 cruda en HCl, no apareciendo en su imagen electroforéti~
ca ninguna banda de movilidad parecida. S§i se detecta, sin em==
bargo, la presencia de la banda de baja o nula movilidad que
viene contaminando todas las preparaciones de esta fraccién.

Por lo tanto, con la aplicacién sucesiva de ambos
procedimientos de precipitacién fraccionada, se ha conseguido
obtener una histona 1, provisionalmente identificada como F2Al,
de un alto grado de pureza. La Ultima etapa de su aislamiento
requeriré la eliminacién del material de alto peso molecular,
dnica impureza de este preparado.

3.3.3. PURIFICACION DE F2Al

La eliminacién delmaterial de alto peso moleculaor
que aparece impurificando la gran mayorfia de los preparados de
esta histona, se ha llevado a cabo mediante la aplicacién de dos
técnicas distintas: electroforesis preparativa y cromatografia

en gel.



La electroforesis preparativa se efectud segin el
procedimiento descrito en el apartado 2.6.1., y los resultados
aparecen en la Figura 12. La imagen electroforética de la protei
na que ha atravesado el gel (Fig. 12 C) muestra una gran disminy
cién en la contaminacién, pero sin embargo, ésta no ha sido to--
talmente eliminada. No deja de sorprender el hecho de que este
material, que apenas consigue penetrar en el gel en una electro-
foresis normal de seis horas de duracién, aparezca en la imagen
electroforética del componente que ha sido capaz de atravesarlo
totalmente cuando se duplica el tiempo de desarrollo. La explica
cién mas plausible serfa admitir que este material es un agrega-
~ do de gran tamafio de la fraccién 1. Este punto se comenta mas
adelante. Ademés, aparece, en la imagen de la protefna que atra-
desa el gel, una banda de menor movilidad que la banda 1, sobre

cuya naturaleza también se especula mas torde.

El material fibroso que no consigue penetror en el
gel, y aquél que sélo migra algunos milimetros presentan las imé
genes electroforéticas que se muestran en las Figuras 12 B y 12
A respectivamente. Se observa que ambas imégenes son iguales, y
que en las dos, ademés de la impureza de gran tamafo molecular,
aparece una bando de idéntica movilidad que la 1. Es este otro
dato que apoya la posibilidad de que el material que impurifica
los preparados de esta histona, resulte de la agregacién de la

misma,

La cromatografia en gel se desarrollé como se ha
descrito en el apartado 2,6.2. En la Figura 13 se muestra el per
fil de elucién obtenido. Se observan dos picos muy bien defini--
dos; el primero eluye con el volumen de exclusién de la columna,
y estaré, en principio, formado por el material de gran tamafio;
el segundo pico eluye mas tarde y seré, probablemente, la frac--
cién 1 pura. E1l material proteico presente en cada pico se carac
terizé por electroforesis en gel de poliacrilamida, y su imagen

aparece en la Figura 14, Las suposiciones son correctas y el ma-



Figura 11. Electroforesis en gel de poliacrilamida. (A) Material
precipitado de la disolucién de fracciénll cruda en HCl 0.01IN,
por adicién de 2.75 volémenes de acetona. (B) El mismo material
aplicado, en el gel en menor cantidad. (C) Fraccién 1 cruda. (D)
Material soluble en HCl-2.75 voldmenes de acetona y precipitado

por nueva adicibén de acetona hasta completar cuatro vollmenes.



Figura 12. Electroforesis en gel de poliacrilamida del resuvlto-
do de la purificacién de fraccién 1 mediante electroforesis pre
parativa. (A) Material presente, en el extremo superior del gel.
(B) Hoteriul'presente, en suspensién, en la disolucién de &cido
acético 0.0IN inmediatamente superior al gel. (C) Material que
atraviesa el gel.
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Figura 13. Perfil de elucién de la fraccién 1 impura, aplicada
sobre una columna (1.6 x 100 cm) de Sephadex G-100 y eluida con
écido acético 0.0IN. Volumen de las fracciones recogidas: 3.6
ml. Flujo: 30 ml/h. " |



Figura 14. Electroforesis en gel de poliacriddmida del resulta-
do de la purificacién de la fraccién 1 mediante cromatografio

en gel. (A) Fraccién 1 impura. (B) Material presente en el pico
I. (C) Material elufdo en el pico II.
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terial del pico II es fraccién 1 totalmente pura, mientras que
el del pico I es el compuesto de alto peso molecular. Es intere
sante observar la presencia de una banda de la misma movilidad
que la 1, en la imagen electroforética correspondiente al pico
I. No es factible la elucién de fraccién 1 con el material de
este pico, por lo gque se puede apuntar, de nuevo, la posibili--
dad de que este material de gran tamafio, que eluye con el volu-
men de exclusién en una columna de Sephadex G-100, sea en reali
dad algin tipo de agregado molecular del que la histona 1 es un
constituyente. Esto explicaria o aparicién constantede este a--
gregado en todas las preparaciones de fraccién 1 y, por otro la
do, la presencia de una banda de movilidad igual a lo de esta
histona, enla imagen electroforética correspondiente al compo—-
nente de gran tamaiio-

La cromatografia en gel, condujo asf al aislamien-
to de la fraccién 1 en alto estado de pureza. Al mismo tiempo,
esta técnica permitid aislar el componente de alto peso molecu-
lar, que fue caracterizado mediante su anélisis de aminoécidos.
En la Tabla VI se muestra esta composicién. Maos adelante se co-
menta su naturaleza y posible identidad.

3.3.4. DISCUSION GENERAL DEL AISLAMIENTO DE F2Al

La preparacién de la histona F2A1 ha planteado se-
rios problemas durante el transcurso de estas investigaciones.
Las dificultades debidas a la especial naturaleza del material
biolégico elegido ya han sido apuntadas al discutir los resultg
dos del aislamiento de histonas totales (apartado 3.1.3). Las
estructuras rigidas del insecto, presentes en mas alta propor--
cién en la fase de adulto farato, asf{ como el hecho de trabajar
con un organismo completo han complicado en gran manera todo ti
po de proceso de extraccién. ,
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Por otro lado, la pequefia cantidad de cromatina pre
sente en estos organismos es la causa de los bajos rendimientos
conseguidos en las etapas de extraccién, rendimiento que resulta
ba, por otra parte, muy disminuido durante el transcurso del
largo proceso de purificacién, Este hecho obligé a plantear expe
rimentos de extraccién en gran escala y fue, al mismo tiempo,
factor decisivo en la eleccién de los diferentes métodos de ex-—
traccién, fraccionamiento y purificacién empleados. Ademés, la
pequeiia proporcién de DNA en el'insecto, obligé a modificar los
procedimientos descritos para otros organismos, lo que hizo nece
sario efectuar varias pruebas de aproximacién en cada caso hasta
lograr las condiciones éptimas de extraccién.

El aislamiento de histonas totales, para su poste--
rior fraccionamien%o, fue desechado a priori como método prepara
tivo de F2Al, Los procedimientos cromatogréficos no conseguian
sino separar las fracciones ricas en arginina (Johns y col.,
1960; Rasmussen y col., 1962; Murray, 1964) y siempre con un ren
dimiento bajo, inaceptable en una primera etapa de purificacién.
Los demés métodos disponibles ofrecfian aln menos ventojos. Pare-
cia mas interesante iniciar el fraccionamiento desde las prime--
ras etapas del aislamiento, y asi se dirigié la investigacién ha
cia los procesos de extraccién selectiva de la cromatina cruda.

1 ~ Se intentd, inicialmente, una extraccién selectiva
on sales, tratando de aprovechar el hecho del especial comporta-
miento de la fraccién 1, ausente en los preparados de histona to
tal obtenidos por disociacién con NaCl al 20%. Sin embargo los
resultados no demostraron ningdn tipo de selectividad en la ex--
traccién (Fig. 6) por lo que el método resultaba totalmente ine-
ficaz con miras a cualquier fin preparativo. Desde luego sus re-
sultados aportaron algunos datos para el conocimiento de la cro-
matina de Ceratitis y de su comportamiento frente a medios de
distinta fuerza iénica (ver apartado 3.2.1.), as{ la convenien--
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cia de someter a la cromatina o lavados con NaCl 0.25M con el fin
de eliminar la contaminacién por parte de proteina no~-histona. Un
comentario aparte merece la disociacién aparentemente temprana de
la cromatina de Ceratitis.

Se ha descrito recientemeite (Wong y Marushige,
1975) la disminucién de la fuerza de unién de las histonas en la
cromatina de timo, provocada por la presencia de protamina; la

~

fuerza iénica real del medio resulta aumentada por la gran canti
dad de cargas existentes en estas proteinas. Estos datos conducen
a pensar en los efectos que sobre la disociacién de la cromatina

de Ceratitis puede tener la presencia de la denominada fraccién 5,
identificada como protefna especifica del pupario (Rojo, 1975) y

que presenta un gran nimero de residuos bésicos en su composicién.
Es muy probable que esta proteina, contribuya a aumentar la fuer-
za ibénica efectiva de las diferentes disoluciones salinas utiliza-
das, con lo que la aparente facilidad de la cromating del insecto
para disociarse, no serfa sino el efecto producido por la presen-

cia de esta fraccién 5.

En cualquier caso, la disociacibén selectiva con sg—-
les hubo de ser desechada como método preparativo. Por el contro-
rio, la extraccién con disolventes orgénicos ha demostrado ser
tan eficaz como en otros organismos. El tratamiento con etanol-
HC1 condujo a la obtencién de tres bandas electroforéticas (Fig.
7) que fueron provisionalmente relacionadas con las fracciones
ricas en arginina (ver apartado 3.2.4.). La extraccién con eta—-
nol-cloruro de guanidio permitié seporar sélo dos bandas, identi-
ficadas en principio como F2A1 y F2A2 (Fig. 8). Ambos métodos
pues, mostraron una alta selectividad en la extraccién. Sin embor
go, a la hora de adoptar uno de ellos como primer paso conducente
al aislamiento de F2A1, no hubo duda en elegir el segundo, desde
el momento en que da lugar a una muestra de fracciones mas senci-
lla.
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La siguiente etapa requeria, pues, separar ambas
fracciones presentes en el extracto etanol-cloruro de guanidinio.
La precipitaciédn fraccionada de dicho extracto conducfa a una
preparacién de fraccién 2 bastante impurificada por proteina
no-histona y que ademds arrastraba algo de la otra fraccién
(Fige 9 A); sin embargo proporcionaba una fraccién 1 en donde
esta contaminacién se encontraba totalmente ausente (Fig. 9 B),
por lo que, a pesar de las desventajas causadas por una ligera
pérdida de rendimiento y por una mala preparacién de lo histona
2, se consider$ interesante el uso de este procedimiento para
la obtencién de una fraccién 1 cruda, impurificada unicamente
por algo de la otra fraccién. La eliminacién de esta se consi--
guié mediante un nuevo proceso de precipitacién fraccionada, es
ta vez a partir de su disolucién en HCl 0.0IN. La preparacién
de histona 1 as{ obtenida (Fig. 11) no presenta contaminacién
alguna a excepcién del material que aparece en la parte supe---
rior del gel.

La Gltima etapa consistia pues en eliminar este ma
teriol presente en todos los preparados de histona 1. E1 gran
tamafio que parece presentar, deducién légica de su movilidad ca
si nulo en electroforesis en gel de poliacrilamida al 20%, pro-
porciona la base para su eliminacién. La electroforesis prepara
tiva (seccibén 3.3.3.) condujo a resultados que confirmaron lo
anteriormente expuesto. La histona consigue atravesar todo el
gel de poliacrilamida en un periodo de 12 h., mientras que, en
el mismo tiempo, la impureza de gran tamafio no logra sino pene-
trar en la parte mas superior del gel. Este método adolece sin
embargo del inconveniente de admitir muy poca cantidad de mate-

rial inicial.

La cromatograffia en gel no presenta esta desventa-
ja y fue el procedimiento empleado para la purificacién de la
histona en mayores cantidades. Esta técnica condujo finalmente
a la obtencién de la histona 1 en alto grado de pureza (Fig. 14).
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El material de alto peso molecular se aislé del mis
mo modo, lo que permitié que su composicién de aminobcidos fugre
analizada. En la Tabla VI se compara esta composicién con la de
las fracciones 1, 2 y 4 de Ceratitis capitata. Puede observarse

una serie de importantes diferencias con respecto a la composi--
cién de la fraccién 1, que anulan la posibilidad de que este ma-
terial proceda de la autoasociacién de esta histona. Asi la al-
ia proporcién que presenta en aminofcidos écidos y serina, los
superiores valores de prolina y leucina y la baja cantidad de 1li
sina y arginina, lo que conduce a una pequefia relacién B/A -0.8-
Sin embargo, la presencia de dimeros o tetrémeros cruzados de
las distintas fracciones de histonas, tanto en la cromatina in--
tacta, como en los productos de extraccién de la misma, resulta
cada dia mas agpoyada por la evidencia experimental. Se ha descri
to la formacién de ‘'un tetrémero (F2A1)2 (F3)2 en disolucién
(Kornberg y Thomas, 1974), y su presencia en la cromatina.
D'Anna e Isenberg (1974 d) han estudiado las interacciénes de la
fraccién F3 con las histonas F2A1, F2A2 y F2B, y concluyen la
formacién de un fuerte complejo entre las fracciones F3 y F2Al,
en relacién 1:1, verificando su naturaleza de tetrémero. Estos
awtores presentan, ademés, un esquema de interacciones entre las
cuatro histonas, donde se observa la posibilidad de formacién de
complejo entre las fracciones F2A1 y F2A2, aunque a este caso se
le atribuye una menor fuerza de enlace. Todos estos datos permi-
ten suponer para el material de gran tamafio una naturaleza de
agregado molecular, en cuya formacién interviene la histona lo
que explica la presencia de esta banda en las imégenes electrofo
réticas de dicho material. Esta fraccién 1, estaré formando agre
gado con alguna otra proteina, histona o no, lo que justificarie
la presencia de alguna banda distinta de la 1 en los preparados
del material de alto peso molecular, como se detecta en alguna
de sus imégenes electroforéticas (Fig. 12 C).
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TABLA VI

Composicién de aminodcidos del material de alto pe
so molecular presente en preparados de fraccién 1, comparada
con las de otras fracciones de Ceratitis capitata.

Material :
Aminoécido ' alto Pm. Fraccién 1 Fraccién 2
)
Acido aspértico 9.2 5.5 : 8.5
Treonina 5.1 6.8 3.4
Serina | 5.2 2.4 3.8
Glutémico ] 11.8 7.2 11.0
Prolina 2.7 tr 1.8
Glicocola 9.0 14.8 9.3
Alanina 8.5 7.4 11.6
Cistefna - - -
Valina 7.9 8.8 7.2
Metionina . tr tr 1.0
Isoleucina 6.2 5.7 4.8
Leucina : 10.1 7.7 11.4
Tirosina 3.1 3.5 2.7
Fenilalanina 3.7 2.4 2.0
Histidina 2.2 2.4 1.6
Lisina ' 6.8 10.2 10.7
Arginina : 8.5 15.3 9.2
B/A | 0.8 2.2 1.1
Lys/Arg 0.8 0.7 1.1

(1) Lépez Cano, 1975
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3.4. CARACTERIZACION DE LA HISTONA F2Al

- —— ——— . S S — — . . T4 S ESCeSE S S S G S G S Y -
1 r— 32—t 31—+ 221

La fraccién F2A1 de Ceratitis capitata se caracteri

26 mediante andlisis de aminobdcidos, determinacién del residuo
N-terminal y determinacién Je sy peso molecular. Los resultados
se exponen y discuten a continuacién.

3.4.1. COMPOSICION DE AM1NUACIDOS

La histona se hidrolizé y su composicién de aminoé-
cidos se determiné como se desciibe en el apartado 2.7.4. Se
efectuaron hidrélisis de la protefna a tres diferentes tiempos;
los resultados obtenidos para los aminoGcidos serina, treonina y
tirosina se extrapolaron a tiembo cero, mientras que para valina
y leucina, que forman enlaces peptidicos mas resistentes, se to-
maron los valores obtenidos tras la hidrélisis mas larga. Para
los restantes aminoécidos se tomaron las cantidades medias de
- los tres an@lisis. La composiciédn de aminoécidos de la histona
F2A1 de adulto farato de Ceratitis capitata se muestra en la To-

bla VII, comparada con las de proteincs homélogas de otros orga-
nismos deducidas de sus secuencias de aminécidos ya establecidas.
De la confrontacién de estos anélisis se deducen varias intere--
santes conclusiones. La primera de ella es, desde luego, la gran
semejanza existente entre las composiciones de estas histonas;
la constancia de la estructura de esta fraccién, a lo largo de
la evolucién, se refleja de nuevo en el caso de la histona F2Al
del diptero Ceratitis capitata. Y es precisamente este gran pare
cido, el que permite que las pocas diferencias existentes se de-

finan claramente.

Asi, al comparar la F2Al de Ceratitis con la de ti-
mo, se observan diferencias en la proporcién de cinco aminofci=-
dos. Aquella tiene un menor contenido en glicocola, inferior en
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TABLA VII

Composicién de aminofcidos de la fraccién F2A1 de

adulto farato de Ceratitis capitata, comparada con la de otros or

ganismos.

- Aninoficido copitate.  temera(1) guisonte (2) max (3)
Acido aspértico 5.5 - 4,9 ; 4.9 4,9
Treonina 6.8 6.9 6.9 5.9
Serina 2.4 - 2.0 2.0 2,0
Acido glutémico = 7.2 5.9 5.9 5.9
Prolina I 4 1.0 1.0 1.0
Glicocola - 14.8 16.7 16.7 1647
Alanina ' 7.4 6.9 6.9 6.9
Cisteina - - - ' 1.0
Valina | 8.8 8.8 7.8 8.8
Metionina tr 1.0 1.0 1.0
Isoleucina 5.7 5.9 6.9 5.9
Leucina 7.7 7.8 7.8 7.8
Tirosina 3.5 3.9 3.9 3.9
Fenilalanina 2.4 2.0 2.0 2,0
Histidina 2.4 2.0 2.0 2.0
Lisina 10.2 10.8 9.8 10.8
Arginina 15.3 13.7 14.7 13.7
B/A 2.2 2.5 2.5 2.5
Lys/Arg 0.7 0.8 0.7 0.8

Los datos se dan como moles de aminodcidos por 100 moles. Los va-
lores para timo de ternera, guisante y erizo se han deducido de
su secuencia de aminoécidos. '
(1) Delange y col., 1969 a

(2) DeLange y col., 1969 b

(3) Strickland y col., 1974
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un valor correspondiente a dos rrestos; igualmente, el valor para
la lisina en la histona del insecto, es inferior en un residuo,
a la cantidad presente en ternera. Por el contrario, las propor-
ciones de Gcido aspértico, dcido glutémico y arginina se encuen-
tran, en la fraccion de Ceratitis, aumentadas en la cantided co--
rrespondiente a un residuo de aminofcido. Como consecuencia de
estas diferencias, la F2A1 de Ceratitis presenta un menor caréc-
ter bGsico -la relacién B/A se reduce respecto a timo de terne-
ra- y una relacién Lys/Arg también inferior a la de timo. Esta
superior proporcién de aminoGcidos écidos en insectos ya ha sido
descrita por varios autores (Cohen y Gotchel, 1971; Olzver y
Chalkley, 1972).

La F2Al1 del insecto presenta el mismo nimero de di-
ferencias al compararla a su homéloga de embrién de guisante,
aunque la naturalezao de estas varia. Los cambios en las propore-
ciones de &cido aspértico, Gcido glutémico y glicocola son igua-
les al cuso de la comparacién con timo, pero las cantidades de
lisina y arginina presentes en las F2A1 de Ceratitis y guisante
son iguales. Sin embargo estas histonas presentan diferencia en

cuanto a su contenido en valina e isoleucina, siendo la proteina
del insecto més rica en el primer aminoécido e znfexxor SU pro—-
porcién del segundo.

Como resultado, la relacién Lys/Arg es igual en am~
bas protefnas, aunque el valor de B/A es de nuevo inferior en la

histona del insecto.

La estabilidad de esta fraccién a lo lgrgo de la
evolucién y el conocimiento de su secuencia en proteinas proce--
dentes de organismos tan alejados evolutivamente como el guisan-
te y la vaca, permiten efectuar algunos razonamientos sobre la
base de las composiciones de aminobcidos de estas histonas homé-
logas. Todas las comparaciones efectuadas entre fracciones F2Al
de diferentes procedencias, cuyas secuencias de aminoécidos se



132

conocen, han conducido a explicar las diferencias en composicién
sobre la base de sustituciones de algin residuo por otro, pero,
en esta fraccibén, no se conoce ningin caso de desaparicién o in-
clusién de algln aminoécido en la cadena. Esto permite tratar de
justificar las variaciones en el caso de la F2A1 de Ceratitis
considerando unicamente la posibilidad de sustitucién de determi

nados residuos.

Asi, entre Ceratitis y timo de ternera se pueden
concluir tres sustituciones: dos residuos de glicocola y uno de
lisina, por uno de 4cido aspértico, otro de &cido glutémico y un
tercero de arginina. Una de las dos variaciones encontradas en--
tre la histona de timo y la de guisante es la sustitucién de un
residuo de lisina por otro de arginina, sustitucién que, por
otro lado, no tequiere mas que el cambio de una base -adenina
por guanina- en el triplete nucleotidico codificador. Es muy
probable que esta misma sustitucién se haya producido entre timo
y Ceratitis. Queda asi por justificar la sustitucién de dos resi
duos de glicocola por uno de &cido aspértico y otro de écido glu
témico, cambios también muy factibles ya que sélo afectan a una
base. Las variaciones en las correspondientes codones requeridas

para estos cambios serfan:

Lys (AAA, AAG) por Arg (CGX, AGA, AGG) sustitucién de A por G
Gly (GGX) por Asp (GAU, GAC) sustitucién de G por A
Gly (GGX) por Glu (GAA, GAG) - sustitucién de G por A

Evidentemente, la comprobacién de estas sustitucio-
nes, y el conocimiento de su exacta naturaleza requiere, previa-
mente, la determinacién de la estructura primaria de la histona
del insecto. Sin embargo, la claridad de los resultados obteni--
dos en el estudio comparado de'las composiciones de estas histo-
nas homélogas, permite afribui; a estos cambios una alta probabi
lidad.
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3.4.2, DETERMINACION DEL RESIDUO N-TERMINAL

El on6lisis de extremo N-terminal se llevé a cabo
vtilizando el sensible procedimiento del cloruro de dansilo
(DNS=C1), tal y como se detalla en la seccién 2.7.5. La cromato-
grafia bidimensional en capa fina, usando placas de poliamida,
condujo a la separacién de los dansilderivados. En la Figura 15
A se muestra el cromatograma resultante de la mezcla de los
DNS-aminoGcidos patrones y los procedéntes del tratamiento de
la histona; en la Figura 15 B aparece la separacién de los DNS=-
derivados resultantes de la proteina problema. Las manchas pre—-
sentes en esta (ltima imégen son claramente identificables como
DNS-OH y DNS-NH2, productos de degradacién del reactivo, y como
€-DNS-Lys y 0-DNS-Tyr, procedentes de la dansilacién de las code
nas laterales de estos residuos situados en posicién interna en

la histona.

No se detectq, por tanto, la presencia de ningln «-
DNS-aminofcido, lo que es indicio de la existencia de un extremo
N-terminal bloqueado en esta protefna. La determinacién de las
secuencias de histonas F2A1 procedentes de otros organismos (De-
Lange y col., 1969 a, 1969 b; Sautiere y col., 1970, 1971 q,
1971 b; Strickland y col., 1974) ha permitido comprobar le exis-
tencia de un residuo de acetil-serina en el extremo N~terminal
de todas ellas. Es por la tanto perfectamente consistente con la
admitida estabilidad evolutiva de esta fraccién, el hecho de la
no deteccién de ningln DNS-amino&cido procedente de la posicién
N-terminal.
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Figura 15. Cromatograffa de ddn;iidérivodos'dq omino&cidos, en
placas de poliamida. (A) Derivados de patrones mas fraccién 1.
(B) Derivados de fraccién 1. Sistemas de desarrollo: (1) &cido

férmico al 1.5% en agua;(2) tolueno~-écido .acético glacial
(10:1, v/v).
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3.4.3. DETERMINACION DEL PESO MOLECULAR

En el apartado 1.4.1. se ha comentado el extrafio com
portamiento de las histonas en los procesos conducentes a la de-~
terminacién de su peso molecular, y las posibles explicaciones
que se han dado a estos comportamientos.

La técnica de electroforesis en gel de poliacrilami-
da, en presencia de SDS, ha sido aplicada con éxito a la determi-
nacién del peso molecular de la histona F2Al de Ceratitis, utili-
zando como patrén histonas de timo de ternera, cuyo peso molecu--
lar esté perfectamente establecido a partir de los estudios de se
cuencia. En el apartado 2.7.3. se describe el procedimiento segui
do. Se utilizaron dos geles donde se aplicaron, en cada uno, la
misma cantidad de histona total de timo, y diferente cantidad de
F2A1 de Ceratitis. Una vez desarrollada la electroforésis, los ge
les se revelaron y densitometraron como se detalla en la seccién
2.7.2.1. Las graficas resultantes de este densitometrado se mues-
tran en la Figura 16. En cada una de ellas se observa como la adi
cién de F2A1 de Ceratitis o la histona total de timo no lleva a
lo aparicién de ninguna banda adicional, lo que implica que la
fraccién del insecto migra exactamente igual que alguna de las
fracciones de timo. Ademés, al comparar ambos perfiles, claramen-
te se detecta el aumento relativo del pico correspondiente a la
F2A1 de timo, en aquél gel donde se aplicé una mayor proporcién
de F2A1 de Ceratitis. Esto concluye de una forma definitiva la
identidad en movilidad, y por tanto en peso molecular, de ambas
histonas F2Al. '
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Figura 16. Trazados densitométricos de las electroforesis en gel

de poliacrilamida, en presencia de SDS, de histona total de timo

mas fraccién 1 de Ceratitis capitata. En A se aplicé una mayor

proporcién de fraccién 1 que en B,
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3.4.4. IDENTIFICACION DEFINITIVA DE FRACCIONES

La identificacién de histonas se hace normalmente so-

bre las bases de :

a) Movilidad electroforética |
b) Solubilidad en distintos disolventes
c) Composicién de aminocidos

Tras el aislamiento y caracterizacién de la fraccién
1 de Ceratitis capitata, es posible efectuar en los términos ante-
riores su definitiva identificacién como la histona F2Al del insec

to.

Su movilidad electroforética ya se observé igual a la
de F2A1 de timo de ternera, cuando las histonas totales de ambos
organismos se compararon mediante la técnica de electroforesis do-
ble (Johns, 1969 a) (Fig. 4 C). La electroforesis en SDS aporta un
dato definito para concluir esta identidad.

Por otra parte, la fraccién 1 de adulto farato es so-
luble en las mezclas etanol-HCl y etanol-cloruro de guanidinio (Fig.
7B y 8 B), descritas como medios disolventes de la histona F2Al
de timo. La adicién de acetona a sus disoluciones provoca su preci
pitacién, del mismo modo que sucede con su homéloga de timo.

Por 6ltimo, el anflisis de omino&cidos de la fraccién
1 de Ceratitis es extraordinariamente semejante al de la histona
de ternera, como ya se ha discutido (apartado 3.4.1.).

Deduccién clara de todos estos resultados es la homo-
logfia de ambas fracciones, lo que permite concluir la identidad de
la fraccién 1 con la histona F@Al de adulto farato de Ceratitis.



Y esta conclusién repercute de forma inmediata sobre la identifi
cacién de algunas de las restantes fracciones, ya provisionalmen
te establecidas. Asf, la fraccién 2, soluble en etanol-cloruro
de guanidinio y de igual movilidad electroforética que la histo-
na F2A2 de timo, puede definitivamente identificarse como su ho-
méloga en el insecto. Y del mismo modo, la fraccién 4, soluble en
etanol-HCl e insoluble en etanol-cloruro de guanidinio debe tra-
tarse de la F3 de Ceratitis. En este Oltimo caso, la movilidad
electroforética no es la misma para ambas F3 de Ceratitis y ter-
nera, por lo que la identificacién sélo esté basada en la solubi
lidad diferencial de esta fraccién en distintos disolventes. Sin
embargo, investigaciones complementarias (Rojo, 1975) han corro-
borado estos datos.

La fraccién 2 ha podido purificarse (Lépez Cano,
1975) o partair de la preparacién cruda obtenido por precipita---
cién fraccionada del extracto de etanol-cloruro de guanidinio
(ver apartado 3.3.1.), y su composicién de aminoécidos muestra
una gran semejanza con la F2A2 de ternera, dato que viene a con-

firmar la identificacién efectuada.

De esta forma, las tres fracciones 1, 2 y 4 de adul
to farato de Ceratitis capitata han podido ser identificadas co-
mo las fracciones ricas en arginina, F2A1, F2A2 y F3 respectio--

mente.

3.5. ESTUDIOS CONFORMACIONALES DE ISTONA F2A1

La caracterizacién fisica y quimica de la histona
F2A1 de adulto farato de Ceratitis (seccién 3.4.) ha aportado da
tos valiosos para el conocimiento estructural de esta proteina.
Quizé la conclusién mas sobresaliente, aunque no inesperada, sea
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la semejanza que la estructura de esta histona porece tener con
la de su homéloga de timo.

Para un estudio mas profundo de esta proteina se
abrian dos posibilidades. La primera era la determinacién de su
estructura primaria. Sin embargo, el esclarecimiento de las secuen
cias de aminofcidos de varias histonas F2A1 procedentes de organis
mos muy alejados en la escald evolutiva (DelLange y col., 1969 q,
1969 b; Wilson y col., 1970; Sautiere y col., 1970, 1971 a, 1971 b)
habia desembocado en la conclusién de una alta constancia para la
estructura primaria de esta histona a lo largo de la evolucién. Es
to restaba interes a esta primera alternativa de la investigacién,
tanto mas cuanto que el anélisis de aminoécidos de la F2Al de Cera
titis presentaba una extraordinaria semejanza con el de su homélo-
ga en otros diferentes organismos (Tabla VII), lo que auguraba tam
bién una alta similitud en sus estructuras primarias.

El otro camino que podia recorrerse en esta investigg
cién implicaba el estudio conformacional de la histona. Desde lue-
go, una seme janza tan acusada en lds estructuras primarias de las
F2A1 de Ceratitis y ternera conducird, sin duda, a un parecido del
mismo 6rden en sus estructuras de orden superior, por lo que, en
principio, la proximacién de las contribuciones de los distintos
tipos de estructuras secundarios a la conformacion de esta protei-
na no presentaré més interés que la determinocién de su estructura
primaria. Sin embargo, esta no es la Gnica vertiente a la que pue-
de dirigirse un estudio conformacional. Mas interesante es, si cao-
be, la investigacién de las variaciones de la conformacién de la
histona puede sufrir y los motivos que pueden inducir estos caom——=
bios conformacionales, con el aliciente adicional que representa
una aportacién directa al estudio de la relacién estructuro-fun——
cién de estas proteinas.



140

A la vista de los razonamientos anteriores, se deci-
dié llevaor a cabo un estudio del comportamiento conformacional de
la fracciédn F2A1 del insecto, utilizando para ello la técnica de
dicroismo circular. Los métodos de estudio de histonas en estaso
sélido no han demostrado una gran eficacia (ver apartado 1.4.3.1.)
enla determinacién de estructuras de orden superior en estas pro-
teinas, y, desde luego, no presentan ninguna utilidad como proce-
dimientos de detecciédn de cambios conformacionales. La resonancia
magnetica nuclear, técnica capaz de detectar pequefias variaciones
en la estrucutra protéica mediante el estudio del entorno de deter
minados aminoécidos (apartado 1.4.3.3.), requiere el conocimiento
previo de la secuencia de la proteina, por lo que tampoco presen-
taba vtilidad en el caso del presente trabajo.

Sin embargo, la técnica de dicroismo circular (apar-
tado 1.4.3.2.) ofrecia la posibilidad de estudiar la variacién de
lo conformacién de la histona de un modo global, no tan minucioso
como la espectroscopia de NMR, pero mas Gtil para un estudio semi
cuantitativo de la estabilidad conformacional de la histona F2Al

en disolucién.

Para ello se hizo necesario establecer que parémetro
o parémetros, deducibles del espectro de (D, podrian ser represen
tativos de la conformaciédn de la histona, La situacién ideal ha--
bria sido poder determinar la composicién de hélice a , estructu-
ra 8 y cadena estadistica que la proteina presenta en cada caso.
Sin embargo, como mas adelante se discute, los metodos descritos
para esta determinacién adolecen de muchos defectos y conducen a
resultados con un gran margen de error. A la vista, por lo tanto,
de la imposibilidad de manejor conformaciones absolutas, se deci-
dié referir la estabilidad y el comportamiento conformacionales a
un parémetro que fuera suficientemente representativo de ellos.
Se eligié la elipticidad por mol de residuvo @ 222 nm longitud de
onda correspondiente a la transicién n-r*del enlace peptidico en
hélice a , que, por implicar una considerable rotacién de carga,
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esté caracterizada por una elevada fuerza rotacional (de signo ne
gativo). En esta banda, por otra parte, la contribucién de los
otros dos tipos de estructura secundaria es escasa.

La investigacién se centraba pues, en la determino-=-
cién de la elipticidad por mol de residuvo a 222 nm de la disolu--
cién de histona F2A1, y en el estudio del modo como este paréme--
tro varia en funcién de distintas condiciones de la disolucién,
como fuerza iénica o pH; a partir de los resultados as{ obtenidos
podré deducirse ciertos datos sobre el comportamiento conformacio
nal de la protefna. El estudio comparado de dos histonas F2Al pro
cedentes de distintos organismos, y la confrontacién de los resul
tados obtenidos para coda una de ellas, multiplicarfa el valor de
las conclusiones. Pcr ello, todo el estudio conformacional que a
paortir de aqui se describe en esta meméria, se ha desarrollado
con dos fracciones F2A1; la procedente de adulto faroto de Cerati
tis copitata, cuyo aislamiento y caracterizacién ya se han detao--
llado, y la histona homéloga de eritrocito de pollo, preparada y
caracterizada en los laboratorios del Dr. E. W. Johns y amablemen
te ofrecida para su estudio. La composicién de omino&cidos de la
F2A1 de eritrocito de pollo se muestra en la Tabla VIII comparada
con la de Ceratitis capitata, timo de ternera y embrién de guisan
te, estas dos 0ltimas deducidas de su secuencia de aminoécidos.
Claramente se observa una gran semejanza entre la composicién de
la histona de pollo y la de sus homélogas de otroe organismos.

3.5.1. DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE HISTONA

Con el fin de poder efectuar comparaciones, los do--~
tos se hubieron de referir a mol de residuo, lo que requierié una
precisa determinacién de la concentracién de histona en la disolu
cién, valoracién que se llevé a cabo espéctrofotomefricomente mi
diendo la absorbancia de la disolucién a determinadg longitud de
onda. Entre todos los coeficientes de extincién descritos se esco
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TABLA VIII

Composicién de aminoécidos de la fraccién F2Al de eri
trocito de pollo, comparada con la de otros organismos.

tivocide fpltsite Comtiis T o Envit oo
Acido aspértico 5.2 5.5 4.9 4.9
Treonina 6.4 6.8 6.9 6.9
Serina 2.3 2.4 2,0 2.0
Acido glutémico 6.5 . 7.2 5.9 5.9
Prolina . .7 tr 1.0 1.0
Glicocola 16.1 14.8 - 16.7 16.7
Alanina 7.8 7.4 69 - 6.9
Cisteina - - - -: -
Valina 8.1 8.8 8.8 7.8
Metionina 1.4 | tr 1.0 1.0
Isoleucina 5.3 5.7 5.9 6.9
Leucina 8.3 7.7 ’ 7.8 7.8
Tirosina 2.7 .35 3.9 3.9
Fenilalanina 1.9 2.4 2.0 2.0
Histidina 2.0 2.4 2,0 2.0
Lisina 11.5 10.2 : 10,8 9.8
Arginina 12.6 15.3 13.7 14,7
B/A 2.2 2.2 2,5 2.5
Lys/Arg 0.9 0.7 0.8 0.7

Los datos se dan como moles de aminoGcidos por 100 moles.

Los valores para timo de ternera y guisante se han deducido de su
secuencia de aminodcidos. o

(1) DeLange y col., 1969 o

(2) DeLange y col., 1969L
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gi6 el propuesto por Tombs y col.,(1959) a 210 nm por considerar
" se el mas conveniente. A esta longitud de onda la absorcién se
debe, casi exclusivamente, al enlace peptidico; la contribucién
de los residuos de aminofcidos arométicos es minima y, en cval--
quier caso, fécil de corregir a partir de los valores de la ab--.
sorbancia a 227 nm. La contribucién dc¢ los aminoécidos tirosina,
fenilalanina y triptéfano es relativamente mayor en otros regio-
nes del espectro; el coeficiente de extincién molar a 190 nm des
crito especialmente para la histona F2Al de timo (Li y col.,
1971) no pudo ser aplicado en este caso debido a las exigencias
instrumentales que una medicién a esta longitud de onda presenta.

La preparacién de las disoluciones acuosas de F2Al
y la determinacién electrofotométrica de sus concentraciones se
efectuaron segin se ha descrito en el apartado 2.8.1. En la Figu
ra 17 se muestran los espectros ultravioleta de las disoluciones
acuosas de F2A1 de Ceratitis y de F2A1 de eritocrito de polio.
A partir de las absorbancias a 210 nm y del valor E?;;%=20.5: 14
dl/cm.g. (Tomb y col., 1959) se dedujeron las concentraciones
de histona en las diferentes disoluciones.

3.5.2, VARIACION DE LA CONFORMACION CON LA FUERZA IONICA

La fuerza iénica de la disolucién acuvosa de la his-
tona F2A1 se fue haciendo progresivamente mayor, elevando la con
centracién de NaCl en ella, tal y como se detalla en la seccién
2.8.2, Asf, la disolucién de F2Al en Tris 0.0IM, pH 7.8, se hizé
0.01, 0.02, 0.03, 0.05, 0.07, 0.10, 0.15, 0.20, 0.3Q, 0.50 y 0.70
M en NaCl; por encima de esta concentracién, la precipitacién de
la histona, motivada posiblemente por su outoasociu§i6n, era po-
tente, por lo que la variacién de la fuerza ibnica se detuvo en
ese valor. ‘
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Figura 17. Espectros de absorcién ultravioleta de disoluciones
acuosas de F2A1 de adulto farato de Ceratitis capitata ( )
y de eritrocito de pollo (-=---). '
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De cada una de esas disoluciones, se obtuvo su espec
tro de dicroismo circular, como se describe en el aparatdo 2.8.4.
En las Figuras 18 y 19 se muestran los espectros de CD obtenidos
de diferentes disoluciones de F2Al de Ceratitis y de F2Al de eri-
trocito de pollo, respectivamente. A partir de ellos se dedujo el
valor de la elipticidad por mol de residuvo a 222 nm vtilizando la
relacién ' '

Oobs x Pxm
[0] 099 = L cm2/dmol
10 xd x ¢

donde Oobs es la elipticidad observada, en grados; Prm es el peso
molecular del residuo medio, que se tomé igual a 115 g/mol de re-
siduo; d es el paso de luz en centimetros; y c la concentracién
en gramos por mililitro.

En la Tabla IX se muestran los valores de la elipti-
cidad observada, la elipticidad por mol de residuo, y el dicrois-
mo ( Ae 6 € " ed), todos a 222 nm, para cada una de las disolucio-
nes de F2A1 de Ceratitis. La Tabla X recoge los mismos datos para
la fraccién de eritrocito de pollo. En la Figura 20 aparecen las
representaciones gréficas de la elipticidad por mol de residuo a
222 nm en funcién del logaritmo de la concentracién de NaCl en la
disolucién para ambas histonas. Puede observarse cbmo la eliptici
dad de la disolucién de F2Al se mantiene constante para concentra
ciones de NaCl comprendidas entre 0 y 0.05M y cémo, para fuerzas
iénicas superiores, la elipticidad aumenta. Este aumento, en prin
cipio, seria reflejo de un aumento en la proporcién de a-hélice
en la conformacién de la histona; sin embargo, a concentraciones
de NaCl mas altas, la proteina agrega y precipita, fenémeno des—-
crito para la F2Al de timo de ternera, (Edwards y Shooter, 1969;
Diggle y Peacocke, 1971), y esto conducirfa a una disminucién de
la concentracién de F2A1, lo que haria aumentar la elipticidad.
El punto exacto donde esta agregacién empieza a ocurrir es difi—

~
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Figura 18. Espectros de dicrofsmo circular de disoluciones acuo

sas, pH 7.8, de F2A1 de Ceratitis capitato a diferentes concen-
traciones de NoCl: 0.OM (——), 0.10M (--=-), 0.20M (~----- ) y
0.50M ( Yo
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Figura 19. Espectros de dicrofsmo circular de disoluciones acuo
sas, pH 7.8, de F2A1 de eritrocito de pollo a diferentes concen
traciones de NaCl: 0.0M ( ), 0,10M (====~- , 0.20M ( )
y 0.50M (~-=-=-=: )e
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TABLA IX

Valores de la elip%icidad observada, la elipticidad
por mol de residuo y el dicrofsmo circular, todos a 222 nm, para
las disoluciones de F2Al de Ceratitis capitata a diferentes con-

centraciones salinas.

[NaCl1] Qobs [0] 299 X 1073 Ae 292
(moles/1) (2) (2.cn?/dmol)  (1/mol.cm)
0.00 0.0610 4,59 1.39
0.01 0.0580 4.47 1.35
0.02 0.0580 4.59 1.39
0.03 0.0560 4.56 1.38
0.05 0.0560 4.60 1.39
0.07 0.0570 4.74 1.44
0.10 0.0570 4.81 1.46
0.15 0.0580 4.95 1.50
0.20 0.0620 5.37 1.63
0.30 0.0670 5.95 1.80
0.50 0.0720 6.76 2.05

0.70 0.0740 7.36 2,23
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TABLA X

'Valores de la elipticidad observada, la elipticidad
por mol de residuo y el dicroismo circular, todos a 222 nm, para
las disoluciones de F2A1 de eritrocituv de pollo, a diferentes

concentraciones salinas.

[NaC1] \ . Oobs [0] 222)(10-3 b€ 599
(moles/1) - (2) (2.cm2/dmol) (1/mol.cm
0.00 _ 0.0350 4.66 1.41
- 0,01 . 0.0340 4,65 1.41
0.02 0.0350 4,91 1.49
0.03 0.0350 5.06 1.53
0.05 : 0.0340 4.96 1.50
0.07 0.0340 . 5.01 1.52
" 0.10 0.0340 5.09 1.54
0.15 0.0340 5.14 1.56
0.20 0.0350 5.37 1.63
0.30 0.0360 5.66 1.72
0.50 0.0390 6.48 1.96

0.70 0.0420 7.4) 2.25
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Figura 20. Representacién gréfica de la elipticidad por mol de
residuvo a 222 nm, en funcién del logaritmo de la concentracién
de NoCl, para disoluciones de F2A1 de Ceratitis capitata
(®~@) y de eritrocito de pollo (a=-a).
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cil de determinar, ya que, aunque la precipitacién de la histona
s8lo comienza a hacerse patente a concentraciones de NaCl supe—-
riores a 0.70M, el proceso podrfa iniciarse a menores concentra-
ciones de sol.

Por otro lado, se observa un marcado paralelismo en

el comportamiento de ambas histonas. Las repercusiones de esta
seme janza se comentard mas adelante.

3.5.3. VARIACION DE LA CONFORMACION CON EL PH

La variacién del pH de la disolucién de F2Al se lle
vé a cabo segin se describe en el apartado 2.8.3. Los espectros
de CD se obtuvieron del modo detallado en la seccién 2.8.4., y a
partir de ellos se dedujeron los valores de la elipticidad por
mol de residuo a 222 nm, como ya se ha seifalado (ver apartado
3.5.2.). En las Figuras 21 y 22 se muestran los espectros de (D
obtenidos de diferentes disoluciones de F2A1 de Ceratitis y de
F2A1 de eritrocito de pollo, respectivamente. En las Tablas XI y
XII aparecen los valores de la elipticidad observada a 222 nm,
la elipticidad por mol de residuo y el dicroismo (A€ ), a la
misma longitud de onda, para las disoluciones de F2A1 de Cerati-
tis y de pollo, respectivamente. La Figura 23 muestra las curvas
obtenidas al representar la elipticidod molar de residvo a 222
nm como funciédn del pH, para las dos histonas. En ella se apre--
cia como la elipticidad aumenta con el pH hasta un valor de 5.0
para este Gltimo. Entre pH 5.0 y 8.0 la elipticidad se maptiene
constante para ambas proteinas , y a partir de 8.0 la variacién
de la elipticidad es irregular, aumentando hacia pH 9.0 e ini—=-
ciando luego una disminucién para volores de pH superiores. El
paralelismo entre las gréficas correspondientes a las dos histo-
nas es muy acusado, lo que es reflejo de un comportamiento cone-
formacional semejante; mas odelante se discutiran estos punto.
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210 o 250

Figura 21. Espectros de dicroismo circular de disoluciones acuo
sas de F2A1 de Cerctitis capitats a diferente pH: 2.0 ( R
4,0 (--’-), 7.0 ( )y 9.0 ( """" ) . ’
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(6]

Figura 22; Espectros de dicrofsmo circular de disoluciones acuo
sas de F2A1 de eritrocito de pollo a diferente pH: 2.0 ( Y,
4.0 ( ..... ), 7.0 ( ) Yy 9.0 (' """" )o
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TABLA XI

Valores de la elipticidad observada, la elipticidad
por mol de residuo y e.]. dicrofsmo circular, todos a 222 nm, para
las disoluciones de F2A1 de Ceratitis capitata a diferente pH.

pH Oobs [0]222 x 1073 Be 999
(2) (2cm2/dmol) (1/mol.cm
2.0 0.0410 3.02 0.92
2.5 0.0440 3.24 0.98
3.0 0.0460 3.39 1.03
3.5 . 0.0480 3.54 1.07
4.0 0.0520 3.83 1.16
4.5 0.0530 3.91 1.18
5.0 0.0540 3.98 1.21
5.5 0.0540 . 3.98 1.21
6.0 0.0540 3.98 1.21
6.5 0.0540 3.98 1.21
- 7.0 0.0550 4,05 1.23
7.5 0.0550 4.05 1.3
8.0 0.0550 4.05 1.23
8.5 0.0570 4.20 1.27
9.0 0.0620 4.57 1.38
9.5 0.0570 4.20 1.27
10.0 0.0430 3.17 0.96
11.0 0.0400 2.95 0.89

1.7 0.0470 3.46 1.05
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TABLA XII

Valores de la elipticidad observada, la elipticidad
por mol de residuo y el dicroismo circular, todos a 222 nm, para
las disoluciones de F2Al de eritrocito de pollo a diferente pH.

pH Oobs [9] 222)(] 0"3 | begog
(2) (2cm2/dmol ) (1/mol cm)
2.0 0.020 2.62 079
2.5 0.021 2.75 0.83
3.0 0.022 2.88 (:.87
3.6 1.024 3.13 .95
4,0 0,025 3.26 .99
4.4 0.025 . 3.26 0.99
5.0 0.026 3.39 1.03
5.9 0.027 3.52 1.07
6.7 0.027 3.52 1.07
7.0 0.027 3.52 1.07
7.5 0,027 3.52 1.07
8.0 0.027 3.52 1.07
8.5 0.028 3.65 1.1
9.0 0.028 3.65 1.1
9.5 0.026 3.39 1.03
10.1 - 0.024 3.13 0.95
10.6 0.024 3.13 0.95
1.0 0.024 3.13 0.95
11.5 0.026 3.39 1.03

1200 ’ 00029 3.79 1 015




(61,,,x 102 cm¥d mol

156

20}

30t

a0}

SO

60}

70}

e /] e 2 A e 2 4

20 30 40 80 60 70 Y. 0 0o "uo
pH

Figura 23. Representacién gréfica de la elipticidad por mol de
residua o 222 nm, en funcién del pH para disoluciones de F2Al
de Ceratitis capitata ( ®=e ) y de eritrocito de pollo (a=-a),
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3.5.4. VARIACION DE LA CONFORMACION CON EL TIEMPO

Con el fin de determinar si la conformacién de la his
tona permanece invariable con el tiempo o si, por el contrario, el
envejecimiento de la disolucién provoca cambios en la estructura
de la proteina, se obtuvieron espectros de CD de una misma disolu-
cidén de F2A1, a diferentes tiempos. Laos disoluciones se conserva--
ron a 42 C hasta minutos antes de efectuar la medida, dejéndolas a
temperatura ambiente en tiempo necesario bara que alcanzaran los
222 C ¥ 12, temperatura a la que se obtuvieron todos los espectros
de OD.

Esta investigacién se desarrolld, igual que las ante-
riores, con la histona F2A1 de Ceratitis y su homéloga procedente
de eritrocito de pollo. En cada caso se estudiaron dos disolucio--
nes de histona en diferentes condiciones de fuerza iénica; una en
ausencia de sal, y la otra 0.10M en NaCl. En las Figuras 24 y 25
se muestran los espectros de (D obtenidos a diferentes tiempos de
las disoluciones de la histona de Ceratitis y de pollo, respectiva
mente.

En la Tabla XIII se muestran la elipticidad, éliptiqi
dad por mol de residuo y el dicroismo, todos a 222 nm, para las di
soluciones de F2A1 de Ceratitis a distintos tiempos y en la Tabla
XIV los mismos datos para las disoluciones de la histona de pollo.
La Figura 26 muestra la represeétocién gréfica de la elipticidad
por mol de residuo en funcién del tiempo, para las cuatro diferen-
tes disoluciones estudiadas.

. De nuevo, el comportamiento de ambas ﬁistonas es ex-~
traordinariamente semejante. Para las disoluciones en ausencia de
sal, la variacién de la elipticidad con el tiempo es algo aprecia-
ble, del orden de 0.5-0.7 x 103 vnidades en cuatro horas.
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Figura 24. Espectros de dicroismo circular de disoluciones acuo
sas, pH 7.8, de F2A1 de Ceratitis capitata, (A) 0.0M NaCl y (B)
0.10M NoCl, medidos a distintos tiempos: 5 min ( ), 30 min

(== ¢, 120 min ( ) y 7.200 min (-----).
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A
Figura 25. Espectros de dicrofsmo circular de disoluciones acuo

sas, pH 7.8, de F2A1 de eritrocito de pollo, (A) 0.0M NoCl y
(B) 0.10M NaCl, medidos a distintos tiempos: 5 min ( -,
30 min (----- , 160 min ( ) y 2.900 min (--=---- ).
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TABLA XIII

Valores de la elipticidad observada, la elipticidad
por mol de residvo y el dicroismo circular, todos a 222 nm, para
disoluciones de F2A]1 de Ceratitis capitata, medidas a distintos

tiempos.
-3
(moles/1) (min) (2) (2cm2/dmol) (1/mol.cm)
0 5 0.0640 4.82 1.46
o 40 0.0640 4,82 1.46
0 80 0.0640 4,82 1.46
0 120 0.0600 4,52 1.37
0 7.200 0.0540 4.06 1.23
0.10 5 0.0630 4.86 1.47
0.10 30 0.0700 5.40 1.64
0.10 60 0.0710 5.47 1.66
0.10  7.200 0.067p 5.16 1.56
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TABLA XIV

Valores de la elipticidad observada, la elipticidad
por mol de residuo y el dicroismo circular, todos a 222 nm, para
disoluciones de F2A1 de eritrocito de pollo, medidas a distintos

tiempos.
- -3
[Nac1] t Gobs [o] yppn1072 ae 0
(moles/1) (min) (2) (2cm2/dmol)(1/mol.cm)

0 30 0.0350 4,66 1.41
0 160 0.0320 . 4,26 1.29
0 200 0.0320 4,26 1.29
0 240 0.0300 3.99 1.21
0 2.880 0.0310 4,13 1.25
0.10 30 0.0410 5.6} 1.70
0.10 ]50 0.0400 ¢ 5.48 1066
0.10 180 0.0420 5.75 1.74
0.10 215 0.0400 5.48 1.66

0.10 2.880 0.0410 5.61 1.70
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Figura 26. Representacién gréfica de la elipticidad por mol de
residuo a 222 nm, en funcién del tiempo para disoluciones de
F2A1 de Ceratitis capitata, 0.0M NaCl ( 0=0 ) y 0.10M NaCl
(®-® ), y de eritrocito de pollo, 0.0M NoC1 (a=a ) y 0.10M
NoCl (a~a ),
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Sin embargo se observa un diferente comportamiento de
las disoluciones de histona de mas alta fuerza iénica -0.10M en
NaCl-; en los primeros 30 minutos se detecta un aumento en elipti-
cidad, pero a partir de este tiempo, su constancia es grande, mante
niéndose entre un margen de 0.05-0.10 x 103 vnidades durante mas de

cuatro horas.

3.5.5. DISCUSION GENERAL DE LOS ESTUDIOS CONFORMACIONALES

Las investigaciones descritas en apartados anteriores
permiten extraer conclusiones interesantesa cerca de la estabilidad
y el comportamiento conformacionales de la histona F2Al en disolu--

cién acuosa.

El aumento en el contenido de estructuras secundarias
ordenadas, producido por adicién de sales a las disoluciones de his
tonas, ha sido ampliamente estudiado por muchos investigadores _
(Bradbury y col., 1965, 1967 a; Jirgensons y Hnilica, 1965; Tuan y
Bonner, 1969; Boublik y col., 1970 a; Shih y Fasman, 1971; Li y col.
1971, 1972; Wickett y col., 1972). Igualmente se conoce el hecho de
que las histonas agregan bajo diferentes condiciones (Edwards y Sj
Shooter, 1969; Boublik y col.,,1970 a; Diggle y Peacocke, 1971).
Los trabajos de Li y col.(Li y col., 1972; Wickett y col., 1972) so
bre los cambios conformaciones sufridos por la histona F2A1 de timo
de ternera en disolucién, inducidos por la adicién de distintas sa-
les, han permitido descomponer el proceso total, aparentemente com-
plejo, en un conjunto de etapas mas elementales que pueden ser al
menos parcialmente comprendidas. Estos autores concluyen la existen
cia de dos diferentes cambios conformacionales; a concentraciones
de sal suficientemente baja se da sélo un cambio répido, que condu=-
ce a la formacién de a-hélice en un fragmento, probablemente el
C-terminal, de la molécula. Sin embargo, existen concentraciones
criticas de sal, especificas para cada anién, por encima de las cua
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les, tras el cambio répido, se produce uno mucho mas lento, con
adopcién de estructura B intercatenaria. Este tipo de interaccién
intermolecular implicaria la asociacién de moléculas de histona,
lo que podria explicar la gran aéregacién observada a altas concen

traciones de proteina.

Los resultados obtenidos con las fracciones F2Al de
Ceratitis copitata y de eritrocito de pollo son totalmente consis-
tentes con la explicacién anterior. A bajas concentraciones sali--
nas, la elipticidad por mol de residuo a 222 nm aumenta lentamente
con la fuerza iénica (Fig. 20). Este aumento poco pronunciado pue-
de estar perfectamente relacionado con la formacién de a-hélice
por similitud con el comportamiento de la histona de timo (Wickett
y col., 1972). A conceniraciones superiores de NaCl, el aumento de -
la elipticidad es mas pronunciado; esta segunda mitad de la curva
podria responder por un lado al aumento de estructuro a-helicoidal
en la histona, y al mismo tiempo a la formacién de e;tructura B

intermolecular, proceso que parece ser bastante amplio y que, a
concentraciones éptimas de sal, puede llegor a alcanzar aproximeda
mente el 30% de los residuos de la molécula.(Li y col., 1972). E1
punto de la curva donde la pendiente cambia bruscamente indica la
concentracién salina o la que comienza a producirse el cambio con-
formacional lento, conducente al establecimiento de estructura 8
Este punto se ha descrito como especifico para cada anién, y el va
lor que se extrae de los resultados aqui discutidos,'ojusta perfec
tamente a los conseguidos por otros autores (Wickett y col., 1972).
A partir de este valor para la concentracién de NaCl, la eliptici-
dad aumenta de un modo mas pronunciado; esta forma de la gréfica
puede ser reflejo de una alta cooperatividad en el cambio conforma
cional que lleva a la adopcién de estructura 8 . Los resultadosde
Wickett y col., (1972) con F2Al de timo de ternera apuntan igual--
mente a la existencia de este efecto cooperativo, que puede resi--
dir solamente en el cambio estructural de la proteina, y no impli-
car por tanto que la unién de la sal sea, ella misma, necesariamen
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te cooperativa.

De la observacién de la Figura 20, puede deducirse un
gran parecido en las curvas correspondientes a ambas histonas homé
logas, lo que indica un comportamiento conformacional paralelo.
Sin embargo, ombas gréficas muestran también alguna diferencia.
Asi, el punto dondela.variacién de la elipticidad comieza a hacer-
se mas pronunciada, corresponde a una concentracién salina de 0.07
~0.10M para la F2A1 de Ceratitis, mientras que presenta un valor
de 0.15M para la otra histona. Este comportamiento ante la fuerza
iénica, aparentemente diferente para ambas proteinas, puede inter-
pretarse sobre la base de la distinta concentracién de sus disolu-
ciones. En efecto, la constante de velocidad del cambio conforma--
cional lento, depende de la concentracién de histona (Li y col.,
1972), por lo que la F2al de Ceratitis, mas concentrada en su diso
lucién, efectuaré mas rapidamente la transicién que le conduce a
adoptar estructura B8 . El cambio conformacional total, que inclu-
ye los cambios rdpido y lento, es independiente de la concentrge=-
cién de proteina (Li y col., 1972), pero en el presente caso, los
espectros de (D se han obtenido entre cinco y 10 minutos después
de la adicién de sal y, en muchos casos, no ha dado lugar a que la
tansicién lenta se haya completado. En lu Figura 26 se aportan da-
tos que comprueban este hecho. Cuando se gprecian las elipticidae-
des por mol de residuo a 222 nm de las disoluciones de F2A1, medi-
das a diferentes tiempos, se observa como, para las disoluciones
carentes de sal, la elipticidad se mantiene relativamente constan-
te. S6lo se detecta una ligera disminucién, achacable a una posi--
ble agregacién. Pero en las disoluciones de histona en presencia
de NaCl 0.10M, se aprecia un aumento en la elipticidad durante los
primeros minutos, existente entre las medidas efectuadas cinco y
30 minutos después de la adicién de sal, es reflejo del cambio con
formacional lento que lleva a lo formacién de estructura B . Asf
pues, esta transicién lento es yaopreciaoble a una concentracién
0.10M de sal. Resultado de lo expuesto es que, al obtener los es--
pectros de CD de las disoluciones de concentracién salina iguol y
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superior a 0.10M, el cambio conformacional lento no se habré com--
pletado, y no se detectaré mas que el cambio répido y una frac---
cién de la transicién lenta. Lo fraccién de esta transicién lenta
que se detecte, es funcidén de la constante de velocidad para este
cambio, y por lo tanto, la histona del insecto, con mayor constan-
te de velocidad, habré sufrido un cambio conformacional, a igual--
dad de tiempo mas extenso que la histona de pollo. Como consecuen-
cia esta Oltima resulta "retrasada" en su gréfica de la Figura

20.

El estudio de la variacién de la elipticidad con el
pH de la disolucién ha contribuido también al conocimiento de la

naturaleza conformacional de estas histonas.

En la zona intermedia de la gréfica (Fig. 23), para
valores de pH comprendidos entre 5.0 y 8.0, la elipticidad se man-
tiene constante, lo que refleja una estobilidad en la conformacién
de ambas proteinas entre dichos mdrgenes. Cuondo el pH desciende
la elipticidad disminuye con el, como resultados de una variacién
conformacional atribuible a una transicién de la estructura de al-
gunas regiones de la proteina, desde formas, probablemente a-héli
ce, a conformacién desordenada de cadena estadistica.

La curva adopta una forma mas compleja para valores
de pH superiores a 8.0, producto, posiblemente, del solapamiento

de distintos procesos.

Las dos histonas F2Al presentén en su composicién una
alta proporcién de aminoécidos bésicos, mayor del 25%, y una rela-
cién B/A mayor de 2; pueden considerarse, pues, como policqtiones,
con un punto isoeléctrico superior a 9.0. En la zona préxima a es-
te pH, la desprotonacidén de los residuos bésicos conduciré a un au
mento de a-hélice, eliminada ya la repulsién provocada por tal
cantidad de carga positiva en la molécula. Esta podria ser la cou-
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sa del aumento en la elipticidad que se inicia para valores de pH
superiores a 8.0. Sin embargo, las histonas, insolubles en medios
alcalinos, comienzan a precipitar por esta zona de pH, y la apari-
cién de dispersién de luz complica esta (ltima parte de la gréfica.

Las dos F2A1 se comportan de un modo totalmente seme--
jante ante el pH, lo que refuerza mas ain su paralelismo conforma--
cional., La diferencia de elipticidad que existe entre ellas, y que
se mantiene constante a lo largo de la gréfica, puede achacarse a
un mayor contenido en estructura ordenada por parte de la histona
de insecto, y/o al margen de error admitido en la determinacién es-
pectrofotométrica de la concentracién. '

En resumen. ambas histonas presentan un comportamiento
conformacional extraordinariamen'te semejante, respondiendo de modos
muy parecidos a las variaciones de pH y fuerza iénica de sv disolu-
cién acuosa. El crecimiento de ambas variables provoca, en princi--
pio, un aumento de la proporcién de las estructuros ordenadas en la
molécula; la forma de esta dependencia puede explicarse a partir de
los datos estructurales conocidos. Por Gltimo, el comportamiento de
los dos F2A1 estudiadas resulta ser también muy semejante al de su
homéloga de timo de ternera.



4, CONCLUSIONES

_ El objeto del presente trabajo ha sido el aislamiento
y purificacién de la histona F2A1 de adulto farato de Ceratitis ca
pitata y el posterior estudio de sus propiedades fisicas y quimi--
cas. A lo largo de estas investigaciones se han obtenido las si---

guientes conclusiones:

1.- Las histonas totales de adulto farato de Cerati--
tis capitata pueden obtenerse por dos diferentes métodos: extrpc~-
cién 4cida y disociacién salina de la cromatina cruda. La extrac--
cién &cida conduce al aislamiento de un preparado cuya imagen elec
troforética en gel de poliacrilamida presenta seis bandas principa
les, numeradas por orden de movilidad. La disociacién salina, bor
el contrario, conduce a un preparado que sélo contiene las bandas
2, 3, 5 y 6. Las movilidades electroforéticas de las fracciones 1
y 2 son iguales a las de las histonas F2A1 y F2A2 de timo de terne
ra, respectivamente; las fracciones 5 y 6 migran menos que la his-

tona F1 de timo.

2.~ La extraccién de la cromatina con disoluciones de
NaCl de distinta fuerza iénica no conduce a ningdn fraccionamiento
selectivo de histonas en Ceratitis capitata. E1l tratamiento de la
cromatina con NaCl 0.25M produce la disociacién de proteina no-his
tona, sin solubilizar ninguna fraccién de histona, por lo que el
lavado de la cromatina con este medio permite eliminor gran parte
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de la proteina no-histona. Las histonas comienzan a disociarse in
especificamente a concentraciones de NaCl superiores a 0.50M. Los
resultados son comparables a los obtenidos con cromatina de timo

de ternera, aunque la disociaciém total, en adulto farato de Cera
titis caopitata, tiene lugar a fuerzas ibénicas mas bajas. La pre--
sencia de una proteina especifica del pupario fuertemente bésica,
como contaminante de la cxomatin@, puede ser la causa de este di-

ferente comportamiento.

3.~ La extraccién de la cromatina con etanol-HCl con
duce al aislamiento de un preparado cuya imagen electroforética
presenta tres bandas, que corresponden a las fracciones 1, 2 y 4,
Para este fraccionamiento selectivo, es necesario vtilizar una
proporcién de 100 ml de medio de extraccién por cada 20 mg de DNA
presentes en la cromatina.

4.~ La extracciédn directa del homogeneizado del ine-
secto con etanol-HCl, conduce al aislamiento simultdneo de protel
nas bésicas extracromosomales que impurifican los preparados de
histonas.

5.~ Las fracciones 1 y 2 se extraen selectivamente
de la cromatina por tratamiento de éstas con etanol-cloruro de
guanidinio. Los mejores resultados en la extraccién se obtienen
vtilizando una relacién de 100 ml de medio por 20 ng‘do DNA pre--
sentes en la cromatina.

6.~ Las fracciones 1 y 2 se separan parcialmente por
precipitacién fraccionada con acetona del extracto en etanol-clo=-
ruro de guanidinio. La aodicién de un volumen de acetona conduce a
la precipitacién de la fraccién 2; la posterior adicién de aceto-
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na hasta completar cuatro vollmenes provoca la precipitacién de
la fraccién 1., La imagen electroforética de esta fraccién 1 reve-
la la presencia de trazas de la fraccién 2 y de un material de al
to peso molecular que apenas penetra en el gel.,

7.- Las trazas de fraccién 2 pueden eliminarse por
precipitacién fraccionada del preparado crudo disuvelto en HCl
0.0IN. La proteina precipitada por adicién de 2.75 volimenes de
acetona presenta una imagen electroforética donde no se detecta
la presencia de fraccién 2, aunque s{ la del material de alto pe-

so molecular.

La precipitacién fraccionada a partir de la disolu--
cién del preparado crudo en H,50,0.1N no introduce mejora alguna
en el estado de pureza de la preparacién,

8.- La separacién del material de alto peso molecu--
lar se puede lograr, en primera aproximacién, por electrofaresis
preparativa. Los resultados obtenidos permiten apuntar la hipéte-
sis de que este material es un agregado molecular que contiene
fraccién 1 y alguna o algunas otras proteinas.

9.~ La purificacién final de la fraccién 1 puede lo-
grarse por cromatograffa en columna de Sephadex G-100, equilibra-
da y eluida con Gcido acético 0.0IN., El material de alto peso mo-
lecular eluye en el volumen de exclusién de la columna, mientras
que la fraccién 1 lo hace mas tarde. Ambos extremos se han compro
bado por electroforesis en gel de poliacrilamida.
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10.~ E1 anflisis de amino6cidos de la fraccién 1 pu-
rificada, revela una gran semejanza con la histona F2A1 de orga--
nismos superiores, observéndose sélo diferencias en las proporcio
nes de cinco aminofcidos cuando se compara con la histona de timo
de ternera. Estas diferencias en los contenidos en glicocola, éci
do aspértico, 6cido glutémico, lisina y arginina, pueden interpre
tarse como simples sustituciones debidas a otras tantas mutacio--
nes puntuales. Los resultaodos estan as{ de acverdo con la gran
constancia evolutiva observada para la histona F2Al.

El residvo N-terminal de la fraccién 1 de Ceratitis
capitata se encuentra bloqueado, como se demuestra tras su reac--
cién on cloruro de dansilo. Este es otro dato que afirma la seme~
janza con las histonas "2Al de organismos superiores, que presen-
tan un extremo N-terminal acetilado.

El peso molecular de la fraccién 1, F2Al, de Cerati-
tis capitata, determinado por electroforesis en gel de poliacrila
mide en presencia de dodecilsul fato sédico, resulta ser igual al
de la histona F2A1 de timo de ternera.

11.~ Ademés de la identificacién de la fraccién 1 co
mo la histona F2Al de adulto farato de Ceratitis capitata, el con
junto de resultados obtenidos permite concluir que la fraccién 2
corresponde a la histona F2A2 y la fraccién 4 a la histona F3 de
Ceratitis.

12.- E1 anflisis de aminodcidos del material de alto
peso molecular es compatible con la hip6tesis previamente estable
cida acerca de su naturaleza. '
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13.- La aplicacién de la técnica de dicroismo circu-
lar al estudio de la conformaciédn de la histona F2A1 de Ceratitis
capitata permite concluir que las variaciones estructurales indu-
cidas por el aumento de la fuerza iénica del medio son paralelas
a las que tienen lugar en histonas homélogas de organismos supe--

riores.

14.- La estabilidad conformacional de la histona
F2A1 de Ceratitis capitata frente a la variacién del pH, estudia-
da también por dicroismo circular, es manifiesta en el intervalo
de 5.0 a 8.0. Este resultado esté de acuerdo con la naturaleza bé

sica de esta proteina.

15.- La variacién de la elipticidad por mol de resi-
dvo, medida a 222 nm, en funcién del tiempo transcurrido desde la
preparacién de la disolucién, hace posible la investigacién de la
estabilidad estructural de la histona F2A1 de adulto farato de Ce
ratitis capitata. Dichas investigaciones llevan a concluir la

existencia de un cambio conformacional lento en funcién del tiem-
po, cambio previamente descrito para la histona homéloga de timo

de ternera.
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