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Fig.66.

Extraccion de las histonas del octamero por 1a sal-
mina. Particulas nucleosdmicas fueron preparadas (pag 105)
a partir de nucleos de testiculo de gallo (pag 84-86) y Ta
fraccidon "S2" purificada mediante electroforesis preparati-
va (pag. 106 y 193). La fraccion de nucleosomas conteniendo
un grado mas elevado de acetilacion, fue tratada mediante
concentraciones crecientes de salmina para determinar Tla
capacidad que esta protamina presentaba para desensamblar
esta poblacion de nucleosomas (pag. 108). En la parte supe-
rior se muestran las histonas extraidas a la relacidon argi-
nina/nucledtido indicada, y en la parte inferior se muestran
las histonas no extraidas.-analizadas mediante electroforesis
en gel de poliacrilamida-SDS (pag 98 y 99).
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Figi67.

Extraccion de las histonas del octamero por la pro-
tamina galina. Particulas nucleosdmicas fueron preparadas
(pag 105) a partir de nicleos de eritocito de pollo (pag 87)
y tratadas por concentraciones crecientes de galina.(pag 108).

En el gel se muestran las histonas extraidas por 1la
relacion arginina/nucledtido indicada. Notese que a la re-
lacion arginina/nucleotido = 1.0, se aprecia una extracciodn
preferencial de las histonas H2A y H2B.
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Fig 68.

Desensamblaje de 1as histonas de nucleosomas por las
protaminas galina y salmina. Desplazamiento de histonas de
particulas nucleosdmicas (S1+S2) por la protamina galina
(0—o0). Desplazamiento de las histonas de particulas nucleo-
somicas (S1) por la protamina salmina (o0—=0O). Desplazamien-
to de las histonas de part@®culas nucleosdmicas (S2) por 1la
protamina salmina . (v—v). Las particulas nucleosdmicas fueron
preparadas (pag 105) a partir de nlcleos de testiculo de
gallo (pag 84-86).
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3.2.3.- Efecto de la acetilacidon de las histonas en el desen-
samblaje de nucleosomas por protaminas:

En congruencia con los resultados de Bode et al.(1980),
en los que mediante la utilizacidén de nucleosomas hiperace-
tilados con butirato se consigue un desplazamiento de apro-
ximadamente el 30% de las histonas en un rango arginina/nu-
cledtido = 0.4-4, los resultados obtenidos en los experimen-
tos de desensamblaje "in vitro" por la protamina salmina
indican que la acetilacidon de las histonas favoreceria. el
desensamblaje de los nucleosomas (fig 68, 69 y 70).

La capacidad de desensamblaje por la protamina salmina
de la poblacidon de particulas mononucleosdmicas conteniendo
histonas acetiladas "S2", es superior que utilizando la po-
blacion de particulas mononucleosdmicas (S1) conteniendoniveles
mas bajos de histonas acetiladas (fig 68). La capacidad de
las protaminas galina y salmina para desensamblar a las his-
tonas de cromatina de eritrocito de pollo {(conteniendo nive-
les bajos de acetilacion) es inferior que su capacidad para de-
sensamblar a las histonas de nidcleos de testiculo de gallo
(conteniendo niveles mas elevados de histonas acetiladas)
(fig 79).

Las histonas desensambladas y las no desensambladas por
concentraciones distintas de la protamina salmina, fueron
analizadas mediante electroforesis en gel de PA-tritdn-urea
y mediante electroforesis bidimensional (pag 102) para detec-
tar posibles diferencias en el contenido de histonas aceti-
ladas. Las histonas desensambladas presentan un "steady state"
de acetilacion mas elevado que el de las histonas no desen-
sambladas (fig 69 y 70). Experimentos similares realizados
utilizando particulas nucleosdmicas conteniendo histonas
marcadas con 3H-acetato y analizando las histonas desensam-
bladas mediante electroforesis en geles de PA-SDS, PA-tritdn-
urea, y electroforesis bidimensional sequidas de fluorografia
(pag 95-104) indican tambien una cierta preferencia en el despla-
miento de las histonas marcadas con 3H-acetato.(fig 51). Las
diferencias se hallan fundamentalmente en la actividad especi-

de marcaje entre las histonas desensambladas y las no desen-
sambladas.

La protamina galina mostrd esencialmente la misma efi-
ciencia en el desensamblaje de las histonas de las poblacio-
nes de nucleosomas S1 y S2 (fig 68).
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Fig 69.

Analisis mediante electroforesis bidimensional del
material extraido y no extraido de particulas nucleosdmicas
(S2)(pag 105) preparadas a partir de nicleos de testiculo
de gallo (pag 84-86) por la protamina salmina (pag. 108).
Geles "A" y "B": relacidon arginina/nucledtido=4.0. Geles
"C" y "D" : relacidn arginina/nucledtido= 2.0. Geles "A" y
“"C": material no extraido. Geles "B" y "D": material extraido.
Aparte de las diferencias en el "steady state" de acetilacidn
obsérvese que el componente proteico de 1la H2B de menor movi-
lidad electroforética en la dimension de PA-tritdn-urea,
resulta preferencialmente extraido.
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Fig 70.

Scan da la zona de la histona H4 de los geles "A" y
“B" de fig 69. Notese que el "steady state" de acetilacidn
es 1igerahente superior en la poblacidn de histonas despla-
zadas que entre los nucleosomas no desensamblados.
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3.2.4.- Efecto de concentraciones crecientes de Espermina

sobre particulas nucleosdmicas "in vitro".

A concentraciones compréndidas entre 0 y 0.25 mM, 1la
espermina actua precipitando particulas nucleosdmicas en
disolucidn (fig 71). A concentraciones comprendidas entre
1 y 10 mM espermina, esencialmente todas las particulas nu-
cleosdémicas se hallan precipitadas ( fig 71), y a partir de
10 mM espermina, histonas y ADN vuelven a ser detectados en
solucidn (fig 71) en las condiciones utilizadas en estos
experimentos.

3.2.5.- Efecto de la espermina sobre el desensamblaje de las

histonas de nucleosomas por protaminas.

Aunque no generalizable a todas las condiciones expe-
rimentales utilizadas, la espermina mostrd favorecer ligera-
mente el desensamblaje de los nucleosomas (fig 72) “"in vitro"
por protaminas. De una forma similar la putrescina mostrd
favorecer el desensamblaje de los nucleosomas en combina-
cidn con la espermina,por la protamina salmina (resultados
no mostrados).

3.2.6.- Dependencia del tiempo en el desensamblaje de 1las

histonas de nucleosomas "in vitro" por protaminas.

Al afadir protaminas salmina o galina a particulas
nucleosémicas a una relacidn arginina/nucledtido capaz de
desplazar & las histonas, la mayor parte de nucleosomas
desensamblables a esta concentracidn resultan desensambla-
dos en los primeros 5 min. E1 desensamblaje progresa luego
lentamente en un proceso que dura horas (Fig 73).
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Fig 71.

Efecto de concentraciones crecientes de espermina so-

bre particulas nucleosdmicas "in vitro".
Particu]asnucleosémicasfueronpreparadasmediantedigestién

coennucleasamicrococal tal como estd descritoen fig 60° (15 min
de digestidn) y purificados por gel filtracion (BIO-GEL A 5m
"100-200 mesh U.S.Std.") en una columna de 2.5 cm de diame-
tro y 50 cm de altura a 0-42C. Monitorizando la Apgg, apare-
cen en el material :eluido 4 picos de absorcidon (flujo de
elucidn= 20 ml/hora). En este experimento se utilizdé la re-
gion central del primer pico eluido. Las particulas nucleo-
somicas fueron tratadas por concentraciones crecientes de
espermina, incubadas 5 min a 37°C y sedimentadas a]OOOOrmeimin
(rotor J-20 de la Beckman). Se analizd la composicidn
del pellet y del sobrenadante. A la concentracidon de 0 mM
espermina, todas las histonas y el ADN estdan en el sobrena-
dante. Entre 0 y 0.25 mM espermina, ambos, el ADN y las histo-
nas se detectan progresivamente en el pellet. Entre 1 y 10
mM espermina, Histonas y ADN son detectados exclusiwvamente
en el pellet. A partir de 10 mM espermina, histonas y ADN
van siendo progresivamente detectados en el sobrenadante.
En la fotografia se muestra la electroforesis en gel.de PA-
SDS ' de las histonas del sobrenadante.
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Fig 72.

Efecto de la espermina sobre el desensamblaje de par-
ticulas nucleosdomicas por la protamina salmina.

Las particulas nucleosdmicas fueron preparadas (pag 105)
a partir de ndcleos de testiculo de gallo (pag 84-86) y 1la
fraccidon S2 purificada mediante electroforesis preparativa de
nucleosomas (pag 106 y 193). La fraccidn de nucleosomas conte-
niendo un grado mas elevado de acetilacidon fué tratada por
concentraciones crecientes de la protamina salmina en presencia
y en ausencia de 10 mM espermina {(pag 108). Con espermina
10 mM (0—0) y sin espermina 10 mM (o—a).

La presencia de espermina 10 mM favorece ligeramente
el desensamblaje de los nucleosomas en estas condiciones.
experimentales. Comparar con fig 68. ‘
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Fig 73.

Efecto del tiempo sobre el desensamblaje de particulas
nucleosdmicas por la protamina salmina.

Las particulas nucleosdmicas fueron preparadas (pag 105)
a partir de nidcleos de testiculo de gallo (pag 84-86) y 1la
fraccion S2 tratada por salmina a una concentracidon arginina/
nucledtido= 3.5 en presencia de 10 mM espermina durante dis-
tintos tiempos a 0-4°2C.

En la foto se muestra la electroforesis en gel de PA-
SDS del material extraido en el tiempo indicado. En la gra-
fica se representa la variacion en el % de histonas nucleo-
somicas respecto al tiempo transcurrido desde la adicidn de
la protamina.
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3.2.7.- Desensamblaje de histonas de nucleos por protaminas:

En congruencia con los resultados de Wong and Marushige
(1975) y Bode et al. (1977), la protamina salmina se muestra
mucho menos eficiente en la extraccidon de histonas utilizan-
do nicleos o cromatina que en el desensamblaje de particulas
nucleosdomicas (comparar fig 75 y fig 68).

Utilizando ndcleos, la protamina galina éigue presentan-
do una capacidad muy superior a la salmina para desensamblar
a las histonas del octamero (fig 75). También a una
relacion arginina/nucleotido cerca del rango fisioldgico
(0.6-1.9), la protamina galina consigue desplazar una pobla-
cidn de histonas de niucleos de testiculo de gallo que repre-
sentan aproximadamente el 50% de los nucleosomas del tejido
testicular(fig 74 y 75). E1 resto de nucleosomas se muestran
mucho mas resistentes a ser desensamblados, incluso a rela-
ciones arginina/nucieotido varias veces superiores a las
fisioldgicas (fig 75).

Anibas protaminas ( galina y salmina ) ,
muestran esencialmente Ta misma eficacia para des-
plazar a las histonas ricas en lisina (Hl y H5) de nicleos.
E1 desplazamiento de estas se produce en el rango arginina/
nucleotido = 0.2-1.2 (fig 76-78). Las histonas H1 y H5 son
las dnicas en ser completamente desplazadas por la protamina
salmina en un rango fisiolodogico. Utilizando nucleos de eri-
trocito de pollo, la histona Hl es preferencialmente despla-
zada sobre la histona H5. Dentro de los subtipos de histona
H1, el que en geles de PA-SDS presenta una menor movilidad
electroforética, resulta también preferencialmente despla-
zado sobre el de mayor movilidad electroforética (fig 76 y

78).

Utilizando nlicleos genéticamente inactivos de eritroci-
to de pollo, la histona Hl es la dnica que resulta desensam-
blada por las protaminas galina o salmina en un rango fisio-
16gico (fig 76-79). Utilizando cromatina de eritrocito de
pollo, ambas protaminas (galina o salmina) se muestran algo
mas eficientes en el desensamblaje de las histonas nucleosd-
micas que utilizando nidcleos, siendo la protamina galina mas
eficiente que la salmina (fig 79).
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Desensamblaje de las histonas del octamero utilizando

nicleos de testiculo de gallo, por la protamina galina.
Nicleos de testiculo de gallo (pag 84-86) se lavaron

2 veces en un medio que contenia Sac 0.25M, Tris HC1 50 mM

pH8.0, butirato 15 mM, KC1 60 mM, NaCl 15 mM, MgC12 10 mM,

CaClp y PMSF 0.2 mM. Se resuspendieron en el mismo medio a

excepcion de 5 mM Tris HC1 y 125 mM NaCl a una concentracion

de 0.2 mg de ADN/ml y fueron tratados por diferentes concen-

traciones de la protamina galina. Después de 10 horas de

incubacion a 0-4°C con agitacidon suave, se centrifugaron a
6000 rpm 10 min (rotor J-20 de la Beckman), y el pellet y
el sobrenadante fueron analizados por su composicidon de ADN

y proteinas. La fotografia muestra el andlisis electroforé-

tico en gel de PA-SDS del material del pellet (no extraido)

y del sobrenadante (extraido) a la concentracidon de protami-

na galina indicada (expresada como relacidn arginina/nucleotido).
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Fig 75.

Desensamblaje de las histonas del octamero utilizando

nicleos de testiculo de gallo, por las protaminas galinay salmina.

La metodologia esta descrita en fig 74.

A la relacidon arginina/nucledtido 0.7-2, se produce
el desensamblaje de una primera poblacidn de nucleosomas
por la protamina galina. A partir de la relacidn arginina/
nucledtido = 2, se produce el desensamblaje de una poblacidn
de nucleosomas muchos mas resistentes a ser desensamblados.
La protamina salminaes relativamente ineficiente para desen-
samblar nucleosomas a partir de nucleos enteros, en el rango
de concentraciones utilizado.
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Extraccidon de las histonas Hl y H5 de nucleos de eritro-
cito de pollo por la protamina galina.

Sangre de gallo fue recogida en 0.1 vol de 3.8% citra-
to sddico y lavada 2 veces en PBS. Se prepararon niacleos con
un método muy parecido al de pag 87 mediante lavados repe-
tidos con Triton X-100 a excepcidon del medio utilizado en
los lavados (Sacarosa 0.25M, Butirato 10 mM, C1,Mg 10 mM,
EGTA 1 mM, Tris 10mM pH 8.0 y PMSF 0.2 mM.)(Dixon and Burk-
holder, 1985a,b). Los nidcleos se suspendieron en NaCl 120 mM,
KC1 40 mM, MgCl, 10 mM, CaCly 1 mM, butirato 10 mM , Tris-HCI
10 mM pH 7.4 y PMSF 0.2 mM, se diluyeron hasta 0.1 mg ADN/
ml y trataron con distintas cantidades de protamina galina.
Después de 10 horas de incubacidon a 0-4°C con agitacidn suave,
se centrifugaron.a 6000 rpm 10 min (rotor J-20 de la Beckman),
y el pellet y el sobrenadante analizados por su composicion
de ADN y proteinas. La fotografia muestra el analisis elec-
troforético en gel de PA-SDS del material del pellet (no extraido)
a la concentracidon de protamina galina indicada.
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Fig 77.

Desplazamiento de las histonas HI+H5 de nicleos de
eritrocito de pollo por las protaminas galina y salmina.

La metodologia esta descrita en fig 76.

La grafica representa el contenido de histonas H1+H5
que quedan en el nidcleo después del tratamiento con protamina
galina (0—©°) o con salmina (&—®).  La mayor parte de histo-
nas H1+H5 resultan desplazadas en el rango arginina/nucledtido=
0.2-1.2, presentando ambas protaminas esencialmente la misma

eficiencia.
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Desplazamiento de las histonas H1+H5 de cromatina de
eritrocito de pollo por las protaminas galina y salmina.
Extraccion preferente del componente de Hl de menor movili-
dad electroforética en geles de PA-SDS 18% respecto al
de mayor movilidad electroforética, y extraccidn preferente
de la histona H] respecto & la histona H5. Se representan
los scans de la zona de las histonas Hl y H5 analizadas en
geles de PA-SDS del material extraido (A) y no extraido (B)
por concentraciones de protamina salmina de arginina/
nucledtido= 0.77 (1), 1.54 (2) y 3.09 (3). Los scans no
estan a escala unos respecto a otros. La metodologia para
la preparacidon de cromatina se describe en fig 79. Resultados
similares se obtienen utilizando ndcleos en lugar de cromatina.
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Desensamblaje de 1as histonas del octameroutilizando
cromatina de eritrocito de pollo por las protaminas galinay salmina.

Nicleos preparados como esta descrito en fig 76 se
suspendieron en Tris 10 mM pH8.0, Butirato 10 mM, EDTA 1 mM
y PMSF 0.2 mM y la suspensidn se centrifugd a 4500 rpm 10 min
(rotor J-20 de la Beckman). Este paso se repitid 2 veces mas
asistiendo la suspensidon del pellet mediante homogeneizacidn
a 0-4°C (Homogeneizador E-5772 Vidra Foc) 20 pases. Se afia-
dio 1 volumen de HZO al pellet para reducir la fuerza idnica
a la mitad y homogeneizd 30 pases a 0-4°C. La cromatina se
diluydé hasta 0.125 mg de ADN/ml, distribuyd en alicuotas,
suplementd con NaCl a la concentracidn final de 190 mM y se
tratdé con concentraciones crecientes de protaminas salmina
y galina. Después de 5 horas de incubacidn a 0-42C con agita-
cidn suave, se centrifugaron las muestras a 14.000 rpm 5 min
y el pellet y el sobrenadante fueron analizados por su compo-
sicidon de ADN y proteinas. Desensamblaje de las histonas del
octamero utilizando cromatina de eritrocito de pollo por las
protaminas galina (o—o) y salmina (o—ua). Desensamblaje de las
histonas del octamero utilizando nucleos de eritrocito de
pollo preparados segiin esta descrito en fig 76, por las prota-
minas galina y salmina (a—ma). Desensamb]aje'de las histonas
del octamero utilizando ndcleos de testiculo de gallo (fig75)
por las protaminas galina (e—e) y salmina (s—a).
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3.2.8.- Extraccidon preferente de las histonas H2A y HZ2B:

Con cualquiera de las condiciones experimentales utili-
zadas (ndcleos, cromatina o nucleosomas), las histonas H2A
y H2B, resultan preferencialmente extraidas sobre Tlas histo-
nas H3 y H4 (fig 80, 74, 69, 67y 66 ) por las protaminas
galina o salmina.

3.2.9.- Unidn de la protamina galina y de la salmina al ADN:

La unidn de la protamina salmina al ADN ha sido amplia-
mente estudiada (Bode et al., 1979; Wong and Marushige, 1975)
en contraste con la no estudiada unidn de la protamina galina
al ADN. Los resultados obtenidos respecto a la protaminagalina,
indican que esta seuniria progresivamente al ADN de particulas nucleo-
sdomicas "in vitro" hasta alcanzar una saturacidon a la rela-
cidn arginina/nucledtido = 0.8-1.0 (fig 81) aproximadamente.
Coincidiendo con esta saturacidn, las histonas del octamero
resultan desensambladas (fig 81). En las condiciones
experimentales utilizadas, la protamina galina detectada junto
con el ADN al tras haberse desplazado las histonas del octa-
mero, disminuye ligeramente (fig 81).

En cuanto a la protamina salmina, se ha detectado que
el componente minoritario que acompafia a la protamina salmina
comercial ( fig 65) presenta una eficiencia muy superior hacia
el ADN que el componente mayoritario (fig 82).
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Fig 80.

Extraccion preferente de las histonas H2A y H2B de .
particulas nucleosdmicas por las protaminas galina y salmina.
A.- Nicleos de eritrocito de pollo preparados segin

pag 87,

fueron lavados dos veces en el medio "B" de pag 84

y particulas nucleosdmicas se prepararon como en pag 105.

La fraccidon de nucleosomas

IISZH,

se tratd con distintas con-

centraciones de protamina galina (pag 108) y las histonas
del pellet y del sobrenadante fueron analizadas para deter-

minar su composicidn proteica y de ADN. En la figura se re-
presenta el scan de la zona de las histonas analizadas en

un gel de PA-SDS.

B.- Scan de las histonas correspondientes a fig 66.

Esta preferencia en la extraccidn de las histonas H2A

y H2B se da con cualquiera de las condiciones experimentales

utilizadas ( nicleos, cromatina o nucleosomas).
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Fig 814

Union de la protamina galina al ADN.

Particulas nucleosomicas fueron preparadas(pag 105) a
partir de nicleos de testiculo de gallo (pag 84-86) y la frac-
cion "S2" purificada mediante electroforesis preparativa (pag |
106 y 193). A partir de este punto se utilizdo material silico-
nizado para evitar que parte de la protamina a afiadir se pegara
inespecificamente a los tubos. Los nucleosomas fueron tratados
por cantidades distintas de protamina galina o salmina (pag 108) e
incubados a 0-42C durante 10 horas con agitacidon suave. Se centri-
fugdo el material a 14.000 rpm 5 min (rotor J-20 de la Beckman)
y sobrenadante y pellet fueron analizados en su composicidon de
ADN y de proteinas ( a través de electroforesis en geles de PA-
SDS y PA-triton-urea). A.- Electroforesis en gel de PA-tritdn-
urea de las proteinas del pellet. B.- Protamina unida al ADN
(detectada en el pellet junto con el ADN)(e—e®), ADN detectado
en el sobrenadante (0—0) e histonas detectadas en el pellet

(0—o0).
=g his
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