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1

1) CROMATINA.

En los organismos eucarióticos, el DNA se encuentra 
empaquetado dentro del núcleo celular en una compleja estructura 
denominada cromatina. Esta estructura permite que el DNA 
eucariótico esté confinado en un volumen de diámetro 10® veces 
inferior al de su longitud total y» al mismo tiempo» pueda ser 
accesible a los diferentes enzimas implicados en los procesos de 
transmisión de su información.

Resulta por tanto evidente que para el estudio de los 
procesos y mecanismos de control de la expresión génica» sea 
preciso conocer la composición y estructura de la cromatina, 
esencialmente desde un aspecto dinámico que permita dar cuenta 
de las complejas funciones que posee la misma.

1.1.- Composición de la cromatina.

Los componentes de la cromatina son fundamentalmentev DNA, 
RNA y proteínas, si bien la mayor parte del RNA no puede 
considerarse como un componente intrínseco de la misma, ya que 
se debe a la actividad transcripcional del DNA y su proporción 
varía por lo tanto en función de la actividad celular.

Las proteínas que forman parte de la cromatina se dividen 
en dos grupos: las histonas, proteínas muy básicas, de bajo peso
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molecular y asociadas al DNA» que se encuentran en una
proporción en peso de lsl respecto a éste y, por exclusión, las 
proteínas cromosomales no histonas (PCNH), grupo muy heterogéneo 

que incluye proteínas estructurales, reguladoras y los enzimas 
implicados en el metabolismo del DNA, las histonas y el resto de 
componentes de la cromatina.

Las histonas se han clasificado, atendiendo a su 
composición en aminoácidos, principalmente en cinco tipos 
mayor itarioss H 1 , HEA, HEB, H3 y HA (Bradbury, 1975). Esta 
composición se ha encontrado en todos los organismos
eucarióticos superiores estudiados (Isemberg, 1979), si bien en 
los eucariontes inferiores esta norma es más flexible ya que, 
por ejemplo en el caso de la levadura, la histona H1 no parece 
estar presente (Franco et al..» 197A). En algunos organismos,
existen además pequeñas variaciones en cuanto a esta 
composición, ya que se han encontrado histonas específicas de 
ciertos organismos o tejidos. Esto ocurre en eritrocito de ave 
con la histona H5 (Neelin et al.., 196A), la histona él en el 
esperma de algunos invertebrados marinos (Puigdomenech et al,.-,
1975) o la histona Hl° en determinados tejidos de mamíferos con 
baja proliferación celular (Smith et al,., 198A). Estas histonas 
específicas parecen sustituir parcialmente a la histona Hl.

El estudio de la secuencia primaria de un gran número de 
histonas purificadas en diversos organismos ha puesto de 
manifiesto dos características principales en las mismas. Por un 
lado,que las histonas se encuentran entre las proteínas más
altamente conservadas durante la evolución, destacando
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especialmente el caso de las histonas H3 y H4 (Isemberg, 1979). 
Por otro lado» que las histonas poseen una distribución peculiar 
de sus aminoácidos en la cadena polipeptídica. En las histonas 
HEA, HEB, H3 y H4, existe una acumulación de residuos básicos» y 
de otros residuos desestabilizadores de la a-hélice, en la 
región N-terminal de la molécula (aproximadamente 1/3 de la 
misma), obligándole a adoptar una conformación estadística 
(DeLange y Smith, 1971; DeLange et al ., 197E). La región
C-terminal posee una composición de aminoácidos más equilibrada, 
adoptando una estructura globular (Sautiere et aJL. , 1975;
Chapman et al., 1976). La estructura de las histonas H l , H5 y 
similares es distinta, con regiones básicas en los extremos de 
las moléculas donde se localizan preferentemente también los 
residuos desestabi 1 izadores de la a-hélice (Colé, 1977), 
adoptando una conformación estadística (Johnson et al., 1974) y, 
por otro lado una zona globular central (Hartman et a.1., 1977).

Las proteínas cromosomales no histonas se definen como las 
proteínas que se aislan junto con el DNA (excluidas las 
histonas) en la cromatina (Elgin y Weintraub, 1975). Entre las 
PCNH cabe destacar, por el intenso estudio a que están siendo 
sometidas, las proteínas HMG (High Mobility Group). Estas 
proteínas se caracterizan por su elevada movilidad 
electroforética (Goodwin et al.., 1973; Johns, 198E), y por " uha 
elevada proporción en residuos básicos y ácidos que llega a ser 
de más del 50% del total (Goodwin et a l . 1 9 7 8 :  Walker, 198E). 
Las HMG han sido descritas en diversos organismos y tejidos, en 
eucariontes superiores (revisión de Mayes, 198E) mientras que en
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eucariontes inferiores, como la levadura» la presencia de estas 
proteínas no está plenamente confirmada (Spiker et ai.» 1978; 
Weber y Isemberg» 1980; Estruch et al, 1980). Las proteínas HMG 
se han englobado en dos grupos principales que difieren en el 
peso molecular y en el tipo de interacción con el DNA, Un primer 
grupo son las HMG de alto peso molecular (alrededor de 26000) 
que incluye las HMG-1 y HMG-2 (Shooter et al.» 1974; Goodwin et 
al_., 1975; Walker et a l ., 19B0) y que parecen interaccionar con
el DNA "linker" (revisión de Eink y Bustin» 1985), y un segundo 
grupo, las HMG de bajo peso molecular (alrededor de 10000), que 
incluye a las HMG-14 y HMG-17 (Walker et a^., 1979 a y b) y que 
podrían interaccionar con el DNA en el "core" nucleosomal 
(revisión de Eink y Bustin, 1985). Diversos autores han sugerido 
que estas proteínas podrían estar asociadas, en su conjunto, con 
la cromatina activa de los organismos eucariontes (revisión de 
Goodwin y Matthews, 1982).

1.2.— Niveles de organización de la cromatina.

En los últimos años se ha desarrollado un vertiginoso 
avance en el conocimiento de la estructura de la cromatina de 
organismos eucarióticos. Para dicho estudio se han utilizado 
diferentes e independientes procedimientos de investigación como 
son microscopía electrónica (Woodcock, 1973; Olins y Olins, 
1974), estudios de digestión con nucleasas (Hewish y Burgoyne,
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1973; Noli, 1974 a; Shaw et al,., 1976) y diversas técnicas
físicas y bioquímicas (Kornberg, 1975; Felsenfeld, 1978; 
Igo-Kemenes et al.., 198S; McGhee y Felsenfeld, 1980). El
conjunto de estos estudios ha llevado a proponer una estructura 
para la cromatina en la que dos copias de las histonas HEA, HSB, 
H3 y H4 y una copia de Hl, organizan al DNA en una unidad 
regularmente repetida, representada generalmente a modo de 
cuentas de un collar, cuya unidad monomérica se denomina 
nucleosoma (Kornberg, 1974; Oudet et al.., 1975).

I.E.I.- Organización del nucleosoma.

El nucleosoma está formado por el octámero de histonas 
(HEA, HEB, H 3 , H4)e > por la histona H l , y por una longitud
variable de DNA que oscila alrededor de los E00 p b . Mediante
estudios de digestión con nucleasas se ha demostrado que en esta 
estructura no todo el DNA se encuentra igualmente asociado con 
las histonas. Así, a tiempos de digestión moderadamente largos, 
el tamaño del DNA disminuye, estabilizándose en unos l&O-^pb.
Esta estructura, denominada por Simpson (1978) "cromatosoma", 
incluye a la histona H l . Al aumentar el tiempo de digestión el 
tamaño del DNA continúa reduciéndose hasta llegar a un punto más 
estable, de 146 pb, que contiene al octámero de histonas pero
sin Hl, denominado "core" nucleosomal (Lutter, 1979; Simpson y 
Kunzler, 1979; Bryan et al.., 1979; Prunell et a^. , 1979).
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Las observaciones iniciales realizadas mediante microscopía 
electrónica dé las partículas "core" sugerían que éstas poseían 
forma esférica (Olins y ülins, 197^; Woodcock et al.* 1976) y 
que el DNA entraba y salía de la partícula por un mismo lugar 
(ülins et a¿.» 1977). Sin embargo resultados posteriores
obtenidos por difracción de rayos X (Finch et a¿. , 1977;
Richmond et al..» 198^) y dispersión de neutrones (Pardon et al.., 
1977; Richard et al.., 1977) estaban más de acuerdo con una forma 
discoidal de unos 5.7 nm de altura por 11 nm de diámetro. El DNA 
nucleosomal , estabilizado por la presencia del octámero de
histonas, describiría 1.75 vueltas de superhélice a izquierdas, 
mediante una curvatura del eje de su hélice, y la histona Hl
interaccionaría con SO pb adicionales de DNA. Los cromatosomas 
se encontrarían unidos entre sí por un DNA de tamaño variable, 
entre 10 y 100 pb, dependiendo del origen biológico de la 
cromatina estudiada, denominado DNA espaciador o DNA "linker" 
(revisión de Lilley y Pardon, 1979).

Numerosos autores han sustentado durante largo tiempo la 
idea de que las regiones N-terminal, altamente básicas, de las 
histonas eran los sitios primarios de interacción con el DNA y 
que la región globular central estaba implicada en las 
interacciones histona-histona (revisiones de Lilley y Pardon, 
1979; y de Sures y Gallwitz, 198S). Sin embargo, en la 
actualidad, este modelo simplificado no está del todo confirmado 
ya que no concuerda con todos los resultados que se poseen. Así, 
por ejemplo, mediante estudios de digestión de nucleosomas con 
tripsina, que conduce a la eliminación preferente de las
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regiones N-terminal de las histonas» se ha observado que la 
estructura que poseen los nucleosomas parece verse poco afectada 
por este tratamiento (Weintraub y Van Lente» 1974; Weintr^ub» 
1975; Lilley y Tatchell, 1977; Grigoriev y Krasheninnikov, 
1982). Además de la influencia que puedan ejercer los residuos 
básicos, también se ha sugerido que podrian producirse 
interacciones secundarias mediante puentes de hidrógeno entre el 
enlace peptídico y las bases del DNA (Cary et a 1., 1982). La 
interacción entre las histonas y el DNA parece pues ocurrir a 
través de varios dominios estructurales de aquélla.

I.2.2.- Estructuras de orden superior.

o

L¿os cromatosomas descritos por Simpson (1978), se 
encuentran separados entre sí por DNA espaciador adoptando el 
conjunito una estructura en zig-zag, a una fuerza iónica muy 
baja, con un diámetro de unos 10 nm, que recibe el nombre de 
nucleojfi lamento (Finch y Klug, 1976; Thoma et al., 1979; Worcel 
§£ > 1981). Sin embargo, en núcleos en interfase, en
cromosomas metafásicos, o si la fuerza iónica es incrementada, 
este mucleofi lamento se encuentra más plegado formando una fibra 
compacta de apariencia irregular con un diámetro aproximado de 
30 nmn (Pooley et al., 1974; Oudet et a K , 1975; Finch y Klug,
1976)„ La estructura de esta fibra debe poseer importantes 
implicaciones en el mecanismo de regulación transcripcional de
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la cromatina. Así por ejemplo, la accesibilidad de diversas 
proteínas por el DNA, podría ser diferente en distintas regiones 
de la cromatina, dependiendo de la exacta estructura de la fibra 
de 30 nm.

El modelo propuesto por diversos autores (Finch y Klug, 
1976; Carpenter et al.., 1976) consiste en el enrollamiento del 
nucleofi lamento de 10 nm sobre sí mismo, para formar la hebra de 
30 nm o solenoide. La histona Hl se dispondría posiblemente 
sobre el DNA "linker", en el interior del solenoide, uniendo 
entre sí a nucleosomas adyacentes (Butler y Thoma, 1980; Losa et 
al., 1984).

Se han utilizado diversas aproximaciones biofísicas y 
morfológicas para evaluar la densidad de nucleosomas por unidad 
de longitud a lo largo de la fibra de 30 nm. El número de 
nucleosomas que existe por vuelta aumenta desde 1 (se trataría 
por tanto de la estructura del nucleofi lamento) a una fuerza 
iónica prácticamente cero (Sperling y Tardieu, 1976; Thoma et 
a l ., 1979), hasta alcanzar los 6-8 nucleosomas por vuelta a 
60-100 mM en NaCl (Campbell et al.., 1978; Suau et al.., 1979;
Engel et al.., 1980; Ausio et al.., 198^), o en presencia de
concentraciones milimolares de Mg65"*- (McBhee et al.., 1983). Se 
han descrito sin embargo, algunos valores superiores, como 
ocurre por ejemplo en cromatina de eritrocito de pollo a 150 mM 
de NaCl en la que parece existir un promedio de 11.6 nucleosomas 
por vuelta (Woodcock et al., 198^) e incluso hasta 1S 
nucleosomas por vuelta en la cromatina de esperma de holoturia 
del género Thyone a 60 mM en NaCl (Williams et al.., 1986).
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Respecto a la disposición que poseen los nucleosomas en la 
fibra de 30 nm» Suau et al,. (1979) han sugerido un modelo en el 
que los bordes cilindricos de los nucleosomas estarían en 
contacto y por lo tanto» sus caras orientadas perpendicularmente 
al eje del solenoide. Sin embargo en algunas micrografías 
electrónicas se han observado líneas oblicuas o estrías de unos 
11 nm a lo largo de la fibra de 30 nm (Rattner y Hamkalo, 1978 y 
1979), lo que se ha atribuido a una disposición en la que los 
nucleosomas se empaquetarían lateralmente con el diámetro del 
cilindro nucleosomal paralelo al eje del solenoide (Me Ghee et 
al.., 1980; Suau et a_l. , 1979; Widom y Klug, 1985).

Los estudios realizados para conocer las fuerzas que 
estabilizarían el filamento de 30 nm, han puesto de manifiesto 
que las características físicas y químicas de las regiones 
N-terminal de las histonas son tales que podrían no encontrarse 
unidas fuertemente al "core" nucleosomal, sino que poseerían la 
flexibilidad y libertad de movimientos suficientes como para 
poder interaccionar con el DNA de una partícula "core" adyacente 
(revisión de Reeves et al., 1984). McGhee et a.1. (1980 y 1983),
han sugerido que el contacto internucleosomal mediado por 
interacciones iónicas entre el DNA y las histonas podría 
estabilizar la fibra solenoidal de 30 nm. Este modelo teórico ha 
sido sustentado por resultados obtenidos mediante rotura 
proteolítica de la región N-terminal de las histonas, ya que 
tras este tratamiento la fibra de 30 nm queda desorganizada, 
relajándose la estructura de la cromatina (Alien et al,., 198E;
Harborne y Alien, 1983).
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1.3.- Cromatina activa.

En la actualidad se tienen aún pocos conocimientos sobre la 
exacta estructura de la pequeña fracción de la cromatina que se 
encuentra en estado transcripcionalmente activo.

Los resultados más interesantes en este campo proceden de 
la acción de diferentes nucleasas sobre la cromatina. Estos 
resultados» además de demostrar que la cromatina activa presenta 
una estructura en general más relajada que la inactiva» han 
permitido realizar estudios estructurales precisos sobre el 
posicionamiento de nucleosomas en estas zonas» asi como la 
existencia de lugares especialmente sensibles a nucleasas en su 
interior.

1.3.1.- Sensibilidad a nucleasas.

Una gran variedad de endonucleasas con mayor o menor 
especificidad de secuencia» han sido utilizadas para investigar 
la estructura de la cromatina. En general» las regiones de la 
cromatina conteniendo genes activos» han sido definidas 
funcionalmente por su mayor sensibilidad a la digestión con 
dichos enzimas (McGhee y Felsenfeld» 1980; Igo-Kemenes et al..»
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19BS; Van Holde, 1985). Esta característica parece sugerir que 
los nucleosomas en los genes activos se encontrarían en una 
conformación alterada» más abierta» haciéndolos más accesibles a 
los enzimas que los de genes no activos (Weisbrod» 198S).

La primera de las endonucleasas utilizada en estos estudios 
fue la DNasa II. Este enzima produce cortes entre nucleosomas 
adyacentes» preferentemente sobre la cromatina activa (Marushige 
y Bonner» 1971), lo que ha permitido su fraccionamiento. La
digestión suave con DNasa II solubiliza un material que puede 
ser fraccionado por precipitación con Mg82"-. La fracción soluble 
en MgE^ se corresponde con regiones activas de la cromatina 
(Funderud y Haugli, 1977) observándose que estas regiones se 
encuentran organizadas en unidades repetitivas enriquecidas en 
proteínas cromosomales no histonas. Los nucleosomas liberados 
presentan además un coeficiente de sedimentación mayor que el de 
los nucleosomas de cromatina inactiva, lo que se ha atribuido a 
la presencia de RNA naciente (Gottesfeld y Butler, 1977). En la 
actualidad la DNasa II está siendo reemplazada en el estudio de 
la cromatina activa por otros enzimas debido a las dificultades 
que presenta en su utilización (Weisbrod, 19B2; Igo-Kemenes et 
al., 1982).

Las endonucleasas que más se han utilizado han sido la 
DNasa I y la nucleasa de micrococo (MNasa). La DNasa I, que 
reconoce características estructurales internas de los 
nucleosomas, degrada preferentemente genes activos o 
potencialmente activos debido, posiblemente, a la presencia de 
una estructura nucleoprotéica alterada.
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La DNasa I parece reconocer al menos tres aspectos, o 
niveles, diferenciales en la estructura de la cromatina activa. 
Weintraub y Groudine (1976) mostraron que el gen de la fl-globina 
es preferentemente sensible a la digestión por DNasa I en 
núcleos de eritrocito de pollo, mientras que el mismo gen es 
resistente al enzima en núcleos de células de oviducto en donde 
el gen se encuentra inactivo. Del mismo modo se ha observado que 
el gen de la ovoalbúmina en sensible a la nucleasa en células de 
oviducto pero no en eritrocito (Garel y Axel, 1976). Este primer 
nivel, por tanto, estaría relacionado con la mayor sensibilidad 
intrínseca que poseen los genes en transcripción frente a este 
enz ima.

Un segundo nivel de sensibilidad a la DNasa I ha sido 
«definido por determinaciones del grado de digestión de los genes 

activos y de regiones no codificadoras adyacentes a éstos 
(Bellard et al.., 1980). En el caso de la a y  fl-globina en
núcleos de eritrocito de pollo, Stadler et al.. <1980 a) han 
observado que estos genes se encuentran en una estructura 
altamente sensible a la nucleasa, mientras que una región no 
codificadora adyacente de unos £0-50 Kpb se encuentra organizada 
en una estructura moderadamente sensible a la DNasa I. Se ha 
postulado que este efecto podría ser el resultado de cambios en 
la estructura del filamento de 30 nm de la cromatina, que 
alcanzarían regiones algo superiores a la que estrictamente 
codifica el gen (Stadler, 1980 b).

El tercer tipo de sensibilidad de la cromatina activa a la 
DNasa I fue descubierto por Wu et al.. (1980) al digerir
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suavemente con esta nucleasa núcleos de células de DrqsoQhi.l_a 
G!§:I§0 2 9 §=iter Que habían sido sometidas previamente a un choque 
térmico. Como resultado de dicho choque» o de otros tipos de 
estrés» se produce la activación de ciertos genes denominados 
genes "heat-shock". En la proximidad de estos genes inducidos» 
en general cerca del extremo 5 ’ de las regiones codificantes» 
aparecen sitios hipersensibles a la digestión con DNasa I. Estos 
sitios son un orden de magnitud más sensibles a la nucleasa que 
las regiones de genes activos o potencialmente activos» y unos 
dos ordenes de magnitud que las regiones inactivas.

La nucleasa de micrococo» que reconoce preferentemente el 
DNA espaciador» ha sido ampliamente utilizada para el estudio de 
la cromatina activa. Los primeros resultados obtenidos parecían 
indicar que este enzima no distinguía entre la estructura de 
genes activos e inactivos» cortando a ambos tipos de regiones en 
fragmentos multiméricos de E00 pb con la misma sensibilidad 
(Weintraub y Groudine» 1976; Garel y Axel» 1976; Gottesfeld y 
Melton, 1978). Sin embargo, posteriormente se demostró que la 
sensibilidad de los genes ribosomales de Xenoqus Iaevi.s al corte 
por la MNasa era, al menos parcialmente, función del grado de 
transcripción (Reeves y Jones, 1976; Reeves, 1976, 1977). Una
correlación similar se ha observado en digestiones de genes 
ribosomales de oocito durante la oogénesis (Reeves, 1978).

En su conjunto, estos resultados demuestran que la 
cromatina activa es, en general, más accesible que la inactiva, 
pero nada explican sobre las causas moleculares de esta 
peculiar idad.
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I.3.2.- Posicionamiento de nucleosomas.

Una importante cuestión aún por resolver es si los 
nucleosomas pueden ocupar posiciones específicas en la 
cromatina, relativas a la secuencia del DNA (revisiones de 
Kornberg, 1981; de Igo-Kemenes et al., 19B2; y de Simpson,
1985) .

Los resultados obtenidos hasta el presente, aunque 
contradictorios, apuntan en muchos casos, hacia un 
posicionamiento fijo de los nucleosomas (revisión de Eisenberg y 
Lucchesi, 1983), e incluso a una alteración de la organización 
nucleosomal dependiente de la actividad del gen en estudio 
(Lohr, 19B3; Young y Carroll, 1983).

La posición fija de la estructura nucleosomal se ha 
relacionado, por una parte con las interacciones específicas 
entre la secuencia del DNA y las histonas (Mengeritoky y 
Trifonov, 1983), y por otra, con la presencia de proteínas 
específicas de unión al DNA que condicionarían la organización 
nucleosomal a partir de ellas y en ambas direcciones (Linxweiler 
y Hortz, 1985). Esta segunda hipótesis podría relacionar entre 
sí la presencia de sitios hipersensibles y el posicionamiento de 
nucleosomas con la accesibilidad a proteínas o componentes 
reguladores sobre secuencias concretas del DNA.
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1.3.3.- Presencia de proteínas no histonas y de 
variantes de histonas.

Diversos métodos bioquímicos de fraceionamiento, combinados 
con otras técnicas analíticas, han sido utilizados para 
identificar proteínas específicas que se asocian con secuencias 
de DNA particulares, que puedan estar implicadas en la 
regulación génica (revisiones de Dynan y Tjian, 1985; y de 
Pederson et al.., 1986). Así por ejemplo, Levinger y Varshavsky 
(1982 a y b) han demostrado que la proteína no histona 
denominada Di (Mrs 50000) de Drosophi 1 a mel.angqaster es un
componente de la heterocromatina del DNA satélite, inactivo

o
transcripcionalmente, que podría estar implicada en la formación 
de la estructura altamente compacta de esa heterocromatina.

Otro de los tipos de proteínas no histonas descrito por 
numerosos autores que parece estar asociado a la cromatina 
activa son las proteínas HMG (Reeves, 1984). La mayor parte de 
las evidencias experimentales, aunque no todas, sugieren que las 
HMG están presentes en una proporción superior en genes activos, 
o potencialmente activos, de la cromatina, pudiendo ser 
selectivamente liberadas por digestión con nucleasas (Johns, 
1982). Weisbrod y Weintraub (1979) han comprobado que la 
extracción de las HMG de la cromatina de eritrocito de pollo 
elimina la especial sensibilidad del gen de la globina a la 
DNasa I. Al reconstituir la cromatina con las HMG extraídas, o
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con HMG-l^ y HMG-17 purificadas, esta sensibilidad reaparece 
(Weisbrod et al,., 1980). Sin embargo, en el caso de la cromatina 
de cerebro de pollo, la eliminación y posterior reincorporación 
de las HMG-1A y 17 no confiere al gen de la globina de esta 
cromatina sensibilidad a dicha nucleasa (Weisbrod, 198S), lo 
cual parece indicar que la sensibilidad a la DNasa I no es 
producida solamente por estas proteínas. Asimismo, mediante 
estudios de reconstitución de cromatina de células Hela, no se 
ha encontrado correlación entre el contenido en HMG de los 
nucleosomas y su actividad transenipcional. Sin embargo, la 
mayor sensibilidad a la DNasa I de las regiones de la cromatina 
con proteínas HMG parece ser un fenómeno bastante generalizado, 
ya que se da también en cromatina de plantas (Spiker , 1983).

Se ha sugerido que estas proteínas pueden afectar a las 
regiones activas, no por cambios en la estructura nucleosomal, 
sino participando en un desplazamiento temporal de las histonas 
durante la transcripción (Labhart y Koller, 1982; Karpov et al.., 
19B¿0 .

La presencia de variantes y formas modificadas de las 
histonas del "core" puede asimismo ejercer una importante 
influencia sobre la estructura del nucleosoma y, en general, de 
la cromatina. Es importante quizás recordar que las histonas son 
proteínas cuyas secuencias de aminoácidos han sido fuertemente 
conservadas durante la evolución (revisión Wu et al̂ . , 1986). Si
pocas han sido las variaciones que la naturaleza ha permitido a 
estas proteínas, se deduce que su estructura debe estar 
estrictamente acoplada a su(s) función(es).
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En contraposición con este hecho» las histonas son una 
clase particularmente compleja de proteínas, con una amplia 
variedad de especies isoprotéicas y cnn . una larga serie de 
modificaciones postsintéticas (que serán comentadas más 
adelante). Esta circunstancia podría explicarse por el hecho de 
que las histonas están implicadas en varios procesos 
fundamentales para la célula, como transcripción, regulación y 
replicación, asi como porque la alteración de las secuencias de 
las histonas interactúa "in situ" con la cromatina, ya que el 
recambio de las histonas asociadas al DNA es extremadamente 
lento (revisión Wu et al_, 1986).

Se han descrito variantes de las histonas H2A, H2B y H3, 
tanto en animales como en plantas, que se relacionan con 
sustituciones de determinados aminoácidos (Isemberg, 1979; 
Spiker, 1983). La proporción de ciertas variantes de histonas 
cambian en momentos específicos del ciclo celular de células de 
mamíferos (Wu y Bonner, 1982; Wu et al.., 1982, 1983; Hatch et 
al., 1983), durante la embriogénesis del erizo dé mar (Maxson et 
a_l. , 1983) o durante las etapas del desarrollo de embriones de
pollo (Urbam y Zweidler, 1983). Sin embargo la presencia de 
proporciones variables de las variantes de histonas en la 
cromatina activa no ha sido aún suficientemente investigada.
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S) CROMATINA DE LEVADURA.

La levadura Saccharomyces cerev.is.iae es un eucariota 
inferior, con un núcleo perfectamente definido, y cuya cromatina 
presenta, en general, características estructurales y 
funcionales semejantes a la cromatina de los eucariotas 
superiores. La diferencia más notable consiste en que sus 
cromosomas metafásicos están menos condensados, durante el ciclo 
celular, que en los eucariotas superiores (Rozyn y Tonino, 196A; 
Gordon, 1977), lo que ha sido relacionado con la ausencia de la 
histonas H l . Weber y Isemberg (1980) han sugerido que el papel 
de la histona Hl en la cromatina podría estar desempeñado en la
levadura, al menos parcialmente, por una proteína cuya

o
composición en aminoácidos es similar a las HMG, denominada por 
ello como HMGa.

Las histonas internas de levadura poseen una secuencia de 
aminoácidos (Brandt et al.., 1980; Brandt y Von Holt, 1983) y una 
estructura terciaria similar a la de otros eucariotes (Mardian y 
Isemberg, 1978). La cromatina presenta asimismo una estructura 
nucleosomal típica (Lohr y Van Holde, 1975; Nelson et al.., 1977) 
con un tamaño medio del DNA nuclesomal de unos 160 pb, oscilando 
entre 150 y 165 pb. Del mismo modo, se ha comprobado la 
existencia de "cores" nucleosomales de tamaño y estructura 
parecida a los de eucariotas superiores (Lohr et al.., 1977).
Mediante estudios de microscopía electrónica se ha mostrado la 
existencia de dos regiones estructuralmente diferentes (Rattner
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§!•> 19BS). Mientras que el 90-95*/. de la cromatina presenta 
estructura nucleosomal» el resto aparece en una organización 
atípica, con una fibra de 0.3-0.4 nm de diámetro. Se han 
observado también al microscopio electrónico estructuras con un 
diámetro de unos £0-30 nm» separadas a veces por zonas carentes 
de nucleosomas» posiblemente unidas a proteínas (Rattner et al_. » 
198£>.

Mediante técnicas de dicroísmo circular (Franco y 
López-Braña, 1978) se ha podido concluir que» en general» la 
cromatina de levadura presenta una estructura menos compacta, lo 
cual estaría relacionado con la alta tasa de transcripción (al 
menos un 407. del DNA se transcribe a RNA) de este organismo 
(Hereford y Rosbash, 1977). Esta conformación relajada podría 
ser la causa de la elevada y uniforme tasa de digestión de esta 
cromatina por la DNasa I (Hereford y Rosbash, 1977). Se ha 
observado incluso que la cromatina de células en fase de 
crecimiento exponencial es digerida más rápidamente que la de 
células en fase estacionaria (Lohr y Ide, 1979), existiendo 
además una ligera preferencia de la DNasa I, bajo condiciones 
muy suaves de digestión, hacia genes que se encuentran 
transcribiéndose (Sledziewski y Young, 198S).

En la cromatina activa de levadura se dan asimismo las 
mismas características que en la de otros eucariotas. Se han 
encontrado, por ejemplo, sitios hipersensibles a la DNasa I 
localizados sobre secuencias promotoras y reguladoras en los 
extremos 5* de los genes activos (Sledziewski y Young, 1983; 
Bergman y Kramer, 1983; Proffit, 1985; Lohr, 1983, 198^; Struhl,
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1984; Pérez-Ortín et al., 1986), y en algunos casos en los 
flancos 3' (Proffit, 1985; Nasmyth, 1982; Pérez-Ortín et al.., 
19B6) .

Respecto al posicionamiento de nucleosomas, este tipo de 
ordenación se ha encontrado en algunos casos en levadura (Bloom 
y Carbón, 1982; Lohr, 1983; Bergman y Kramer, 1983; Pérez-Ortín 
et al̂ . , 1987), existiendo aparentemente una pérdida del
posicionamiento con la actividad de determinados genes (Bergman 
y Kramer, 1983).

Por distintas técnicas analíticas se ha podido identificar 
en levadura la existencia de al menos una variante de cada una 
de las histonas H3 y H 4 , con una variación de alrededor del 7% 
de los residuos, y de dos variantes de cada una de las histonas 
H2A y H2B, variando alrededor del 20% de los residuos (Brandt et 
a l ., 1980). Las diferencias entre los aminoácidos de las
variantes no parece tener sin embargo ningún efecto en su 
función, apareciendo un fenotipo normal en la levadura (Rybowski 
et a 1 . , 1981; Kolodrubetz et a.1 . , 1982). Reeves (1984) ha
sugerido que la función de las variantes de histonas en la 
cromatina activa sea la de hacer a los nucleosomas estructural y 
fune iona1 mente heterogéneos. Las histonas de la cromatina de 
levadura presentan un amplio conjunto de modificaciones 
postsintét i cas (Wu et al.. , 1986) entre las cuales es de
destacar, la acetilación de los residuos de lisina, puesto que 
esta cromatina se encuentra entre las más acetiladas de los 
organismos éucarióticos (Davie et al̂ . 1981).
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3) MODIFICACIONES POSTSINTETICAS EN LAS HISTONAS.

Como ya se ha mencionado anteriormente, las histonas son 
proteínas con secuencias fuertemente conservadas durante la 
evolución, pero que además de presentar un número importante de 
variantes, sufren abundantes modificaciones postsintéticas. Dado 
que las histonas son partícipes de procesos esenciales para la 
célula, no es de extrañar que estas modificaciones hayan sido y 
estén siendo objeto de estudio por parte de una cantidad 
importante de investigadores, como lo indica el número de 
revisiones que se han realizado en este tema (Elgin y Weintraub, 
1975; Allfrey, 1977; Isemberg, 1979; Doenecke y Gallwitz, 1982; 
Wu et a 1_. , 1986) .

Se puede destacar en este tipo de estudios dos 
características que los hacen especialmente interesantes: 1) La 
modificación en las histonas no parece ser un hecho trivial ya 
que ocurre en momentos determinados del ciclo celular y en 
sitios específicos de las histonas como consecuencia de la 
actividad de diversos enzimas. No se produce por ejemplo, la 
modificación del conjunto de las histonas de la misma forma y en 
el mismo momento, sino que estos procesos pueden afectar, desde 
tan sólo unas moléculas hasta la práctica totalidad de las 
mismas. 2) Las modificaciones pueden alterar significativamente 
la interacción entre el DNA y las histonas, produciendo cambios 
en la cromatina reconocibles específicamente por proteínas 
reguladoras o estructurales implicadas en el metabolismo del
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DN1A.
Se conocen al menos cinco tipos principales de 

modificaciones en las histonas: acetilación, fosforilación,
metilación, poli(ADP)ribosilación y ubiquitinación.

3.1.- Acetilación.

La acetilación de las histonas es uno de los procesos más 
ampliamente estudiados entre las modificaciones postsintéticas 
que pueden sufrir las histonas.

Han sido encontrados dos tipos diferentes de acetilación 
sobre histonas. El primero se produce en el aminoácido 
N— terminal (Phillips, 1963) y es un proceso irreversible que 
ocurre en el citoplasma antes del transporte de las histonas al 
núcleo (Liew et al.., 1970; Ruiz-Carri 1 lo et al.., 1975, 1976).
Esta modificación se produce a medida que las histonas están 
siendo sintetizadas, ya que no aparece cuando las células son 
tratadas con el inhibidor de la síntesis protéica, puromicina 
(Allfrey, 1977). El aminoácido modificado N-terminal encontrado 
en la mayoría de los casos es la N-aceti1-serina (Phillips, 
1963), pero también se ha encontrado acetilada la metionina 
(Rodríguez et al.., 1979), alanina (Mac Lead et al., 1977) e 
incluso prolina (Struckland et al.., 1980). Este tipo de
acetilación se produce sobre las histonas H2A, H¿t y Hl, pero no 
se ha observado en las histonas HSB y H¿t (Allfrey, 1977).
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El segundo tipo de acetilación, la modificación de residuos 
de lisina en la región N-terminal, se produce en todas las 
histonas del "core" nucleosomal y no en la histona Hl (Allfrey, 
1977). Mediante estudios de secuenciación se observó que la 
acetilación de estos residuos ocurre tan sólo en un reducido 
número de lisinas localizadas en la región N-terminal de las 
histonas. Así, en la histona H4, se pueden encontrar 
acetilaciones sobre los residuos de lisina de posición, 5, 8, 1E 
y 16 (DeLange et al,. , 1969 a y b); en la histona H3 se produce
en las lisinas 9, 14, 18 y E3 (DeLange et al_. , 1973; Hooper et
ajL. , 1973; Thwaits et al. , 1976 a; Waterborg y Matthews, 1983);
en HEB sobre las lisinas 5, 35, 39 y 47 (Cándido y Dixon, 197E) 
y en las HEA en las lisinas 5 y 1E (Cándido y Dixon, 197E;
Fusauchi e Iwai, 1984). Además, a pesar de que existen
diferencias en las secuencias de aminoácidos de organismos tan 
alejados evolutivamente como Tetrahymena, levadura o eucariontes 
superiores, es interesante señalar que las secuencias de los 
mismos pueden ser ordenadas de modo que los sitios de 
acetilación se encuentren totalmente conservados en todos ellos 
«(Isemberg, 1979; Wu et al,., 19B6).

Se han analizado las secuencias próximas a las lisinas 
modificadas encontrándose que, en unos casos, el residuo 
acetilado está limitado por aminoácidos neutros (como ocurre en 
HA, Gly-Lys(A c )-Gly), y en otros, al menos uno de los 
aminoácidos es de tipo básico (como en H3, Arg-Lys(A c )-Ser o en 
HEB con Ser-Lys(A c )-Lys), sugiriéndose que los enzimas que 
acetilan estos residuos podrían reconocer específicamente estas
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secuencias» acetilando diferencialmente estas lisinas (Doenecke 
y Gallwitz, 1982). Recientemente se ha observado que los sitios 
de acetilación» para una determinada histona» parecen ser
incluso funcionalmente distintos» siendo modificados unos u 
otros dependiendo de la actividad específica que posea la 
cromatina en ese momento (Chicoine et al..» 1986; Pesis y
Matthews, 1986; Couppez et al..» 1987).

lo vi.trq, las histonas pueden ser acetiladas en ausencia de 
enzimas. Así» por tratamiento con anhídrido acético se produce 
la hiperacetilación de las histonas (Simpson» 1971; Marushige et 
a 1 . , 1976; Wallace et al,., 1977) sobre residuos inespecíficos de 
lisina y tirosina, e incluso sobre la histona H l , que no se
acetila i.n yi.vq (Tack y Simpson, 1979; Doenecke y Gallwitz,
1982). Otro reactivo utilizado para la acetilación química de
las histonas es el acetil CoA, el cual introduce modificaciones 
preferentemente sobre H l , en H2A y H2B, y en menor medida sobre 
H3 y H¿* (Paik et al.., 1970). Este tipo de acetilación se produce 
sobre residuos de lisina y es dependiente tanto de la fuerza 
iónica como del pH de incubación (Delpech et al., 1983).

Las funciones biológicas que se atribuyen a este tipo de 
modificación serán discutidas más adelante.
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3.2.- Otras modificaciones.

3.2.1.- Fosforilación.

Se han identificado diversos sitios específicos de 
fosforilación en todas las histonas» siendo la H l , con mucho» el 
sustrato más fosforilable (Walker et a.1. , 1982; Wu et al..»
1986) .

La 0-fosforilación se produce sobre residuos de serina y 
treonina* localizados especialmente en la región N-terminal de 
las histonas (Wu et al.., 1986). En algunos casos se ha observado
asimismo la presencia de N-fosforilación tanto en residuos de

o
lisina de la histona Hl como en residuos de histidina de la 
histona H*+, pero en menor extensión que las anteriores (Wu et 
al., 1986).

Se han identificado y purificado un amplio número de
histona kinasas» las cuales han sido clasificadas en función de 
su especificidad por las histonas, por su localización
subcelular, por su dependencia del AMP cíclico o del Cae_K y por 
las fluctuaciones de su actividad durante el ciclo celular
(Isemberg, 1979; Walker et al,. , 19B2; Wu et al..» 1986). También
se han caracterizado algunas fosfohidrolasas o fosfatasas
específicas de las histonas, lo cual estaría de acuerdo con la
bien estudiada reversibi1idad de la fosforilación (Le Vine et
§1.» 198^; Nahas et a¿., 198^).
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La fosforilación de las histonas se produce durante la fase 
S del ciclo celular» durante la mitosis o como respuesta a un 
estímulo hormonal (Isemberg, 1979; Walker et al.., 1982). Se ha 
sugerido, en base a estos datos y a los de la localización 
preferente en la región N-terminal de las histonas, que la 
posible función biológica de esta modificación sería la de 
iniciar y mantener el estado de condensación de la cromatina en 
los procesos indicados (Wu et al.., 1986).

3.2.2.- Metilación.

La presencia de metilaciones de residuos específicos, 
localizados preferentemente en la región N—terminal, ha sido 
descrita en las histonas del "core" nucleosomal de diversos 
organismos (Wu et al.., 1986). La metilación se produce en el 
residuo N-terminal para formar, por ejemplo,
N,N,N-tr imet i lalanina en las histonas de letrahymena (Nomoto et 
al.., 1982), así como sobre lisinas internas introduciéndose en 
ellas entre 1 y 3 grupos metilo (Walker et al.-* 1982). También
se han descrito N-metilaciones sobre residuos de arginina (Gupta 
et al.. , 1982), así como O-meti laciones en residuos de ácido 
aspértico o ácido glutámico (Trivedi et al.., 1982), pero estas 
han sido aún poco estudiadas.

Se conocen diversos enzimas que catalizan la metilación de 
lisinas y que difieren, tanto en la especificidad frente al tipo
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de histonas, como frente al residuo de lisina que metila (Wu et 
al ., 1986).

La hipótesis inicial de que la metilación era un proceso
irreversible ha sido finalmente descartada desde que se ha
observado la presencia de N-alk i 1-1isinasas en algunos
mamíferos, cuya actividad varía entre un tejido y otro o entre
una y otra especie (Paik y Di María, 198^).

La función de la metilación de las histonas en la cromatina 
activa, es poco clara, ya que en la metilación no se produce una 
variación de la carga neta del residuo modificado, por lo que 
posiblemente influiría poco en la interacción entre el DNA y las 
histonas (Walker et al.., 198S).

3.2.3.- Poli-ADP-ribosilación.

Este tipo de modificación de las histonas, detectado por 
Nishizuka et aK(1968), se produce por la acción de un enzima, 
la poli-(ADP-ribosa)-sintasa, que se encuentra asociada a 
cromatina (Mandel et al.., 1977; ükayama et al.., 1977). El enzima 
introduce hasta 15 monómeros de ADP-ribosa (Wong et al.., 198A) 
en la histona H2B, sobre el residuo de ácido glutámico de 
posición 2, y en la histona Hl tanto en los residuos de ácido 
glutámico de posición 2 y 14 como en el extremo N-terminal de la 
molécula (Giri et al,., 1978). Aunque en menor extensión, las
histonas H3 y H2A parecen ser asimismo poli-ADP-ribosiladas, si
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bien no se conoce sobre que residuo se produce» no habiendo sido 
detectada esta modificación sobre H4- (Wu et a.1. » 1986).

Mediante estudios de autoradiografía> centrifugación 
analítica y microscopía electrónica se ha observado que la 
cromatina adopta una conformación más relajada como consecuencia 
de la po1i-ADP-ribosilación de las histonas (Poirier et a 1., 
1982; Niedergang et al.» 1985; De Murcia et al., 1986). Este
efecto de relajación podría estar implicado» según diferentes 
autores» en los procesos de replicación del DNA (Farzaneh et 
al., 1982), de reparación del DNA (Durkacz et al.* 1980) así 
como en la diferenciación celular (Farzaneh et al ., 1982).

3 . 2 .Ub iqui t inación.

Se ha observado la presencia de una molécula de ubiquitina 
unida, mediante enlace isopeptídico, a la histona H2A formando 
la llamada proteína A2¿f (Goldknopf y Busch, 1977) así como a la 
histona H2B (Wu et al.. » 1981). Esta molécula está enlazada
específicamente al residuo de lisina 119 en la histona H2A
(Goldknopf y Busch, 1977), no conociéndose sobre que residuo de
la región C-terminal se produce en la histona H2B (Wu et al_. ,
1986). Una o, más comúnmente, las dos moléculas de H2A del
nucleosoma pueden ser modificadas (Levinger y Varshavsky, 1982 a 
y b), afectando normalmente al 10—30% de los nucleosomas en la 
célula (Goldknopf y Busch, 1981).
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Levinger y Varshavsky (1982 a) han observado un
enriquecimiento en el número de moléculas de H2A ubiquitinadas
en¡ genes transcribióles, especialmente en los genes inducibles 
por choque térmico» en células de Drosophila» no existiendo 
prácticamente ubiquitinación en la cromatina inactiva del DNA 
satélite. En base a estos datos se ha sugerido que la presencia 
de histonas ubiquitinadas en nucleosomas de regiones
transcrib ib les puede prevenir la formación del solenoide de 30
nm en la cromatina por modificación en la estructura nucleosomal 
y en las interacciones internucleosomales (Barsoum y Varshavsky, 
19B5). Recientemente, sin embargo, se ha puesto en duda esta 
hipótesis ya que Huang et al.. (1986) han observado que la 
movilidad electroforética de nucleosomas procedentes del gen 
activo de la inmunoglobulina K no cambia por el tratamiento de 
los mismos con isopeptidasas, que eliminan específicamente las 
moléculas de ubiquitina de las histonas.

De entre todas las modificaciones postsintéticas descritas 
es, sin duda, la acetilación de los residuos de lisina en su 
región N-terminal la que más ampliamente se ha estudiado, no 
solo porque afecta a un mayor número de nucleosomas que el resto 
de modificaciones, sino porque asimismo parece estar implicada 
en un número más amplio de funciones biológicas y estructurales 
en las células de los organismos eucarioticos.
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4> CONSECUENCIAS ESTRUCTURALES Y/O FUNCIONALES DE LA 
ACETILACION DE LAS HISTONAS.

En la actualidad» debido a la diversidad de repercusiones 
que posee la acetilación de las histonas, es una tendencia 
general considerar que este tipo de modificación pueda ejercer 
un papel muítifuneional sobre la estructura y actividad 
biológica de la cromatina. En el presente apartado se pretende 
exponer los conocimientos actuales sobre estas consecuencias.

4.1.- Efecto de la acetilación en la conformación y 
estabilidad de los nucleosomas y en la estructura de la 
cromat ina.

A nivel molecular, la conexión entre la acetilación de las 
histonas y su papel biológico ha sido relacionada normalmente 
con la pérdida en las interacciones entre el DNA y la región 
N-terminal de las histonas a consecuencia de la disminución en 
el balance de carga en esa región producida por la modificación. 
Estas interacciones podrían ser de dos tipos: en primer lugar, 
la formación de enlaces iónicos entre los residuos bésicos de la 
región N-terminal y los grupos fosfato del DNA (Allfrey, 1977), 
y en segundo lugar, el establecimiento de puentes de hidrógeno 
entre las cadenas carbonadas de los residuos de lisina y de
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arginina con el DNA (Cary et al ., 19BS) . La rotura de los
primeros enlaces se produciría directamente por la 
neutralización de las cargas positivas de las lisinas 
modificadas (Allfrey, 1977), y la de los segundos de forma 
indirecta como resultado de que la acetilación eliminaría la 
restricción a adoptar una conformación de a-hélice, impuesta por 
la presencia de las cargas positivas, de la región N-terminal, 
aumentando la distancia entre los grupos que formarían los 
puentes de hidrógeno (Bode et al.., 1980). Las consecuencias 
conformacionales que se producirían, tanto a nivel nucleosomal 
como a nivel del filamento de 30 nm, debidas a la disminución de 
esas interacciones, son todavía motivo de controversia.

En el primer nivel, diversos autores han observado una gran 
similitud en los parámetros físicos que poseen nucleosomas en 
estado acetilado respecto a los controles de nucleosomas no 
acetilados (Simpson, 1978; Reczek et al., 1985). Posteriormente, 
Bode et al_. (1980, 1983), mediante estudios que relacionan las
movilidades electroforéticas de las partículas nucleosomales con 
el grado de acetilación de las mismas, han concluido que el 
estado compacto de los nucleosomas se mantiene hasta que se han 
introducido unos 10 grupos acetilo en cada partícula por término 
medio, y que a partir de este "nivel crítico" adquieren la 
libertad de poseer una variedad de conformaciones caracterizadas 
todas ellas por una reducción en la movilidad electroforética. 
Según estos autores la existencia de este mínimo nivel de 
acetilación para relajar los nucleosomas sería posiblemente la 
causa de que no haya podido ser detectado por otros autores este



32

efecto» ya que utilizarían en sus estudios nucleosomas menos 
acet i lados.

Sin embargo» resultados posteriores estén en desacuerdo con 
esta interpretación» ya que ha sido aislada de cromatina de 
genes ribosomales de PhYsarum una estructura nucleosomal 
especialmente relajada» el "lexosoma"» cuyas histonas no parecen 
poseer un alto grado de acetilación (Prior et a.1. , 1983). Además 
Ausio y Van Holde (1986) han obtenido nucleosomas de células 
HeLa con un estado de acetilación de hasta 17 grupos 
acetilo/nucleosoma, cuyos coeficientes de sedimentación son 
similares a la del control no acetilado. Esto sugeriría que la 
estructura y estabilidad de las partículas nucleosomales 
permanece esencialmente invariable» independientemente del grado 
de acetilación de sus histonas. Sin embargo también se ha 
sugerido (Bode et al.. » 1984; Bertrand et al..» 1984) que la
acetilación podría producir unos efectos primarios, como sería 
la eliminación ijn 5i.tu de las HMG 14 y 17 y que esta pérdida 
produciría, más que la propia acetilación, la relajación del 
nucleosoma.

Respecto del segundo nivel, Me Ghee et al.. (1980, 1983) han 
sugerido que las interacciones iónicas se establecerían entre la 
región N-terminal de las histonas con el DNA de nucleosomas 
adyacentes y que estos enlaces internucleosomales podrían 
estabilizar la fibra de 30 nm de la cromatina. Este modelo 
estaría apoyado por diversos estudios en los que la eliminación 
proteolítica de la región N-terminal de las histonas parece 
producir una desorganización del solenoide de 30 nm (Alien et
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a¿.» 19B2; Harborne y Alien» 1983).
De nuevo existen autores que discrepan de la existencia de 

una correlación entre la acetilación de las histonas y la 
relajación de la estructura de la cromatina. Así» Reczek et al.. 
(1982)» mediante técnicas de desnaturalización térmica y 
dicroísmo circular de cromatina de células HeLa tratada con 
butirato» (que induce un aumento de la acetilación de las 
histonas por inhibición de la histona desacetilasa (revisión de 
Doenecke y Gallwitz, 1982))» han observado sorprendentemente que 
la hiperacetilación produciría una unión más fuerte al DNA de 
las histonas» obteniéndose una estructura más compacta que la 
cromatina no acetilada. Ante estos resultados Reczek et al_.
(1982) han indicado que la mayor condensación que parece poseer 
la cromatina acetilada podría ser función de efectos secundarios 
producidos por el tratamiento con butirato» como sería el 
aumento en la histona Hl°, la inhibición de la fosforilación de 
H 1 » etc... de modo que las consecuencias de este tratamiento 
serían más complejas que la simple inhibición de la histona 
desacetilasa. Sin embargo» otros autores» han señalado que la 
acetilación no parece prevenir la transición desde el 
nucleofi lamento de 10 nm al solenoide de 30 nm inducido por el 
aumento de la fuerza iónica (Me Ghee et al.» 1983)» y que la 
orientación de los nucleosomas en la fibra de 30 nm así como la 
condensación de la cromatina es prácticamente indistinguible 
independientemente del estado de acetilación de sus histonas 
(Dimitrov et al..» 19B6).

Por tanto» el efecto que la acetilación de las histonas



34

produce sobre la estructura de los nucleosomas o , en general» de 
la cromatina es aún una cuestión abierta que requerirá en el 
futuro estudios más amplios. En éstos se utilizarán» 
posiblemente, genes específicos aislados de la cromatina que 
eviten que la posible relajación de esas regiones concretas no 
se encuentre diluida frente a la totalidad de la misma.

4-.2.- Sensibilidad de las regiones hiperacetiladas a 
la digestión con nucleasas.

Numerosos grupos de trabajo han sugerido que la estructura 
nucleosomal de la cromatina que contiene histonas altamente 
acetiladas estaría alterada de algún modo permitiendo a estos 
nucleosomas ser digeridos selectivamente por diversas 
endonucleasas. El cambio detectado por estos enzimas sería una 
etapa necesaria en la conversión de la cromatina a una forma 
transcripcionalmente activa.

Algunos autores han mostrado que las regiones asociadas con 
histonas hiperacetiladas parecen ser selectivamente digeridas 
por DNasa I, pero no con la MNasa (Vidal i et a l ., 1978; Nelson 
et a¿.» 1978; Perry y Chalkley, 19B1). Esto ha llevado a sugerir 
que esta diferencia sea reflejo de la distinta zona del DNA en 
la que estas nucleasas atacan a la cromatina. La DNasa I, al 
producir cortes en el DNA del "core" nucleosomal (la MNasa los 
realiza en el DNA linker), podría ser más dependiente del grado
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(de acetilación de las histonas internas (Perry y Chalkley, 
19B1). Además* las regiones acetiladas parecen ser más atacadas 
ipor la DNasa I a una fuerza iónica moderada (150-200 mM en 
iNaCl) , siéndolo mucho menos a fuerzas iónica bajas o bien 
superiores a 250 mM. Ello parece indicar que el incremento de la 
fuerza iónica podría producir transiciones estructurales en los 
nucleosomas* permitiendo que los puntos de corte a las nucleasas 
estén más expuestos* lo cual podría estar facilitado por la 
hiperacetilación de las histonas (Perry y Chalkley, 1981).

□tros autores* utilizando genes específicos en la digestión 
con DNasa I * parecen estar en desacuerdo con esta
interpretación. Vavra et al,. (1982)* han descrito que la 
sensibilidad de los genes ribosomales de macronúcleo de 
I§ÍE§t2¥!D?D§ a Ia DNasa I no es afectada cuando estos núcleos son 
desaceti 1ados por una desacetilasa endógena, en condiciones en 
las que se elimina entre el 50 y 85% de los grupos acetilo de 
las histonas. La mayoría de los grupos acetilo serian por tanto 
innecesarios para el mantenimiento de la sensibilidad a la DNasa 
I. Sin embargo, estos grupos residuales podrían estar 
localizados en una pequeña fracción de las histonas en el gen, 
siendo esta fracción quizás crítica para la unión a proteínas 
específicas que facilitasen una exposición preferencial de los 
genes a la DNasa I (Vavra et al,., 1982; Pery y Chalkley, 1981).

Respecto a la MNasa, resultados recientes parecen indicar 
que el incremento en la acetilación de histonas del gen de la 
(3-globina, producida por la presencia de n-butirato, estaría 
correlacionado con el aumento de la sensibilidad a la digestión,
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a tiempos cortos, del mencionado gen (Ferenz y Nelson, 1985;
Nelson et al.., 1986).

Estas últimas observaciones son consistentes con los 
trabajos realizados por Davie y Cándido (1978), demostrando la 
presencia de formas hiperacetiladas de en la cromatina de 
testículo de trucha en una fracción enriquecida en secuencias 
transcribibles, seleccionada específicamente por digestión con 
DNasa II.

El conjunto de estos estudios sugieren que la presencia de 
un alto nivel de acetilación en las histonas sería necesario, 
pero no suficiente, para establecer una “conformación activa" en 
la cromatina que sea reconocible preferentemente por las 
nucleasas (Egan y Levy-Wilson, 1981; Vavra et a K , 1982), y que 
un recambio rápido de los grupos acetilo de las histonas
modificadas, podría producir "señales" específicas reconocibles 
por estos enzimas (Nelson et al.., 1980).

*t.3.“ Relación de la actividad transcr ipc ional con la
acetilación de histonas.

La función biológica que más ampliamente se ha relacionado 
con la acetilación ha sido, sin duda, la del aumento de la 
actividad transcripcional de la cromatina.

Desde distintos enfoques experimentales existen evidencias 
que sugieren que la conversión de partes de la cromatina, desde
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un estado inactivo hasta otro transcripcionalmente activo, se 
produce, en una primera etapa, mediante la relajación 
estructural de conjuntos de genes seleccionados, provocando su 
competencia potencial a la transcripción. Desde la primera 
sugerencia hecha por Allfrey et al.- en 196A, de que la 
acetilación de las histonas podría tener un importante papel en 
la transcripción, se han realizado numerosos estudios para 
confirmar la participación de la acetilación en esta etapa 
inicial de la activación (revisiones de Allfrey, 1977; Doenecke 
y Gallwitz, 19B2; Reeves, 198A).

Un primer grupo de estudios se han realizado usando 
sistemas biológicos, o fracciones específicas de la cromatina 
que se encuentran constitutivamente en un estado 
transcripcionalmente inactivo. Entre ellos podemos señalar los 
realizados por Vavra et al.. (1982) con micronúcleos de células 
de estos núcleos, a diferencia de los macronúcleos
poseen una actividad transcripcionalmente baja así como un nivel 
de acetilación casi inexistente. Por otra parte, Pashev et al..
(1983) han estudiado el grado de acetilación de la cromatina del 
DNA satélite, transcripcionalmente inactiva, obtenida por 
digestión con la endonucleasa de restricción Bsq. Las histonas 
de la fracción de la cromatina resistente a la nucleasa, en la 
que más del 65*/» de su DNA es DNA satélite, no se encuentran 
prácticamente acetiladas. Estos resultados son consistentes con 
los obtenidos por Halleck y Schlegel (1983) con heterocromatina 
constitutiva de células de ratón (Peromuscus eremi_cus) . Esta 
cromatina forma alrededor del 35% del DNA celular, observándose
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en la misma una elevada proporción de histonas hipoacetiladas» 
especialmente H3 y H4.

Un segundo grupo de estudios se han realizado utilizando 
células que se encuentran en una etapa de diferenciación en la 
que la actividad transcripcional es muy baja. En estas, la
disminución de la transcripción va acompañada de un descenso en
el grado de acetilación de las histonas. Así, Brotherton et al..
(1981), estudiando el grado de incorporación de C®H3acetato en 
las histonas, han observado una mareaje del 40% con respecto a 
la que se produce en las células transcripcionalmente activas de 
hepatocito. Además, casi el 50% de la acetilación localizada 
sobre la histona H4 se encuentra en forma monoacetilada. En base 
a estos resultados se ha concluido que las células genéticamente 
inactivas estarían, en general, con un bajo nivel de acetilación 
en sus histonas.

Sin embargo, otros autores, estudiando la presencia de esta 
modificación en distintos organismos eucarióticos (Yukioka et 
al., (19B3) en cromatina de hígado de rata; Giancotti et al. 
(19B4) en células embrionarias de Dr oso^h i. 1.a; Oliva y Mezquita 
(19B2) durante la espermatogénesis en el gallo y Covault et al.. 
(19B1) en células de hepatocito) han descrito una tasa de 
acetilación similar tanto en células genéticamente activas como 
inact ivas.

La causa molecular del incremento de la transcripción puede 
ser debida bien a un aumento en la velocidad de elongación de
las cadenas de RNA (Marushige, 1976) o bien a un incremento en
el número de sitios de unión de la RNA polimerasa en la
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(cromatina. Algunos autores han sugerido la idea de que la
acetilación "in situ" de las histonas podría intervenir a estos
niveles (Oberhauser et al., 1978; Reeves y Cserjesi, 1979).
Otros autores no coinciden en esta interpretación, así Loidl et
al. (1983, 198*+) han analizado el efecto del butirato sobre la
actividad endógena RNA polimerasa de Physarum B.oLLceB.h§.LuQl» 
relacionándolo con la existencia de histonas hiperacetiladas. 
Sus resultados indican que la presencia de butirato no aumenta 
la capacidad de síntesis del RNA, sino que más bien se produce 
una inhibición de la actividad RNA polimerasa en presencia de 
histonas hiperacetiladas.

Sin embargo, recientes resultados parecen estar de acuerdo 
con la existencia de la correlación entre el aumento de
actividad transcripcional y la acetilación de histonas,
anteriormente citada. Así, tras la administración de
17^-oestradio1, se produce un fuerte incremento en el número de
copias RNAm de vitelogenina, tanto en células de hígado de
Xenopus como en las de pollo. Simultáneamente al aumento de
síntesis se produce un incremento en el grado de acetilación de 
las histonas (Csordas et al_. , 1986). La correlación se
produciría por un aumento del número de sitios de inicio por 
parte de la RNA polimerasa B (Csordas et al.. 19B*t, 1986).

Saccharomyces cerevisae representa en este sentido un caso 
particular dentro de los organismos eucariotas ya que se
transcribe casi el *+0*/. de su DNA genómíco (Hereford y Rosbash, 
1977), mientras que el grado de acetilación de sus histonas es 
superior al existente en la cromatina de otros eucariotas
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(Nellson y Alonso, 19B3; Davie et al.., 19B1). Sería por tanto
este organismo un sistema idóneo para corroborar la existencia o 
no (de relación entre la hiperacetilación de las histonas y la 
actiividad génica.

Acetilación de histonas y ensamblaje de la 
croímatina durante la duplicación del DNA.

Otra de las funciones biológicas que se ha relacionado con 
la Ihiperacetilación de las histonas, ha sido la deposición de 
las; mismas y su ensamblaje posterior en forma de nucleosomas 
durante la replicación del DNA.

El sistema más utilizado en este estudio ha sido el 
micronúcleo de células de Tetrahymena ya que posee una elevada 
tasa de división celular y una casi nula transcripción. Allis et 
a.1 .. (19B5) han observado que las histonas recién sintetizadas
depositadas sobre el micronúcleo se encuentran en estado 
h iperacet i 1 ado. La histona H¿f es depositada en forma diacetilada 
(Allis et al.. , 19B5), estando modificada concretamente en los 
residuos de lisina en posición ^ y 11 (Chicoine et al.., 19B6). 
La histona H3 lo es en forma monoacet i lada (Allis £lL» * 1985), 
posiblemente modificada en residuo de lisina 9 (Chicoine et al., 
1986), mientras que H2A y H2B lo hacen en forma no acetilada 
(Allis et al.., 1985). Estos resultados estarían de acuerdo con 
los obtenidos por Chalkley y Shires (1985) en células de
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hepatocito HTC, que son inducidas a replicarse por la presencia 
de n-butirato. En este sistema las histonas H2A y H2B no parecen 
ser modificadas» mientras que en H3 y H4 el grado de acetilación 
en cuatro veces superior al de las células control.

Waterborg y Matthews (1983, 1984), han observado sin
embargo que en fase S del ciclo celular de P h y s a r u m ,  donde 
existe una tasa de replicación elevada, las histonas H2A y H2B 
se depositarían realmente en formas mono o diacetiladas.

La acetilación de las histonas estaría asimismo implicada 
en el ensamblaje de la cromatina tras la deposición de histonas. 
Cotten y Chalkley (1986) han encontrado en células de hepatocito 
(HTC) que las histonas hiperacetiladas se ensamblan en 
nucleosomas con una mayor eficiencia que las histonas
hipoacetiladas. Estos resultados son similares a los obtenidos 
por Chambers y Shaw (1984) los cuales observan la presencia de 
formas di acet i ladas de H4 en erizo de mar Arbaci.a &unc t u l_a t a , 
cuya modificación permanece hasta después de haberse formado los 
nucleosomas en la cromatina recién sintetizada.

La desacetilación de las histonas tras el ensamblaje seria 
un mecanismo necesario para la maduración de la cromatina
replicada (Annunziato y Seale, 1983). Ello sería consistente con 
los resultados obtenidos por Threadgill y Arnstein (19B5) en 
células eritroides de médula de ratón y por Harisanova y Ralchev 
(1986) en células embrionarias de Drgsoghila > en los
cuales encuentran un bajo contenido en histonas acetiladas tras 
la replicación del DNA en células diferenciadas.

En Saccharomyces cerevisae se ha observado un mayor grado
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de acetilación en la histona H4 en fases G1 y S que en fases 
G2/mitosis (Marian y Wintersberger, 1982). Esto estaría de
acuerdo con los resultados de Waterborg y Matthews (19B3 a) en 

!D> ya que en fase S existe además de la replicación del 
DNA una elevada transcripción en la misma que continúa durante 
la fase G2.

4.5.- Acetilación de las histonas durante la 
espermatogénesis.

Desde la primera hipótesis presentadas por Sung y Dixon 
(1970) de que la acetilación de las histonas en la cromatina de 
células espermáticas puede jugar un importante papel en el 
proceso de reemplazamiento de las histonas por protaminas 
específicas» se han realizado numerosos estudios sobre este tema 
(revisión de Reeves» 1984).

Durante la espermatogénesis» en células espermáticas de 
trucha (Christensen y Dixon» 1982)» de gallo (Oliva y Mezquita»
1982) o de rata (Grimes y Henderson» 1983» 1984), se ha
observado un significativo incremento en el grado de acetilación 
de las histonas cuyo nivel permanece hasta la sustitución de 
éstas por protaminas o proteínas tipo protamina, en la 
cromatina.

El mecanismo de intercambio podría ser debido a un proceso 
de competición electrostática de las protaminas, en función de
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su menor tamaño y mayor basicidad, respecto a las histonas (Wong 
y Marushige, 1976; Marushige et al.» 1976) o a la existencia de 
un estado relajado intermediario entre las cromatinas 
condensadas, con el DNA unido a histonas o con el DNA unido a 
protaminas» provocado por la hiperacetilación de las histonas 
(Christensen et al..» 198^)

La acetilación de histonas es pues un proceso que puede 
afectar a muy diversas facetas del metabolismo de la cromatina. 
Su intervención en aspectos bien alejados entre sí no es 
teóricamente incongruente, ya que debido a la multiplicidad de 
sitios diferentes de acetilación y e n  distintas histonas, estas 
funciones podrían compatib i 1 izarse quizás en algunos casos.

5) ENZIMAS IMPLICADOS EN LA ACETILACION Y DESACETILACION DE 
LAS HISTONAS.

ID vi.vq, el nivel de acetilación de las histonas está 
gobernado por la acción de dos actividades enzimáticas opuestas, 
la histona aceti 1transferasa (HAT), que utiliza como dador de 
grupos acetilo al acetil CoA ,y la histona desacetilasa (HD) que 
hidroliza el enlace amida formado.

La regulación del estado de acetilación parece llevarse a 
cabo, según algunos autores, por el aumento o disminución de la
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actividad HD (Pogo et al..» 1968; Boffa et al. i 1973; Saunders et 
al.j 1973; Moore et a K  j 1979). Sin embargo» recientes 
resultados han asignado el papel regulador a la HAT (Vavra et 
al., 1982; Harisanova y Ralchev, 1986) o a la relación entre 
ambas (Chicoine y Allis, 19B6).

5.1.- Histona aceti 1tranferasa.

El enzima, o enzimas, histona aceti 1transferasa
responsable de la modificación del residuo N-terminal de las
cadenas polipeptídicas nacientes, ha sido encontrado asociado
con po1irribosomas en hígado de rata (Pestaña y Pitot, 1975) y 
en reticuloci tos de conejo (Traugh y Sharp, 1979). Sin embargo, 
al ser un tipo de acetilación irreversible, a diferencia de la 
que se produce en la región N-terminal de las histonas, éstos 
enzimas has sido en general poco estudiados.

La primera actividad histona aceti 1transferasa que 
acetila a los grupos £-amino de las lisinas de la región 
N-terminal fue descrita por Nohara et al.. (1966) en hígado de 
paloma. Posteriormente ha sido descrita esta actividad en 
diversos tejidos de mamíferos (revisiones de Allfrey, 1977; y de 
Doenecke y Gallwitz, 1982), en el insecto Drosgghj.l.a 
ü)Él§D9 9 §ster (Wiegand y Brutlag, 1981), en el crustáceo 0rtemi_a 
§§I¿D§ (Cano y Pestaña,■1976), en testículo de trucha (Cándido, 
1975), en vegetales (Salvador et al.., 1985; Sendra et al., 1986)
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y en la levadura Saccharomyces cerevi.5i.ae (Travis et al.., 1984;
López-Rodas et al..» 1985).

En la mayor parte de los sistemas biológicos se han 
diferenciado dos tipos principales de isoenzimas HAT basándose 
en criterios de localización subcelular» comportamiento 
cromatográfico y especificidad frente a histonas. La HAT A es un 
enzima nuclear unido fuertemente a .la cromatina ya que se 
necesita una fuerza iónica elevada para ser extraida de la 
misma. Este enzima acetila a las cinco histonas libres i.n yi_tro 
con un orden de preferencia» dependiendo de los autores» de 
H4>H3>H2B>>H2A>H1 (Belikoff et al ., 1980; Fukushima et al.,
1980; Wiktorowicz y Bonner, 1982; Kelner y Me Carty, 1984), 
mientras que si las histonas están formando nucleosomas, la 
especificidad varía acetilando H4>H2A>H2B>>H3 (Belikoff et al.., 
1980; Garcea y Alberts, 1980).

Con características similares a la aceti 1transferasa A 
(tabla 1) se han descrito actividades enzimáticas en testículo 
de trucha (Cándido, 1975), timo de ternera (Belikoff et al.., 
1980; Sures y Gallwitz, 1980), linfocitos de bovinos (Bohm et 
al.., 1980), hígado de rata (Fukushima et al.., 1980; Wiktorowicz 
y Bonner, 1982) y de cerdo (Kelner y Me Carty, 19B4), en 
cromatina del virus SV40 (Otto et al_. , 1980) y en Pi.sum sati.vum 
(Sendra et al.., 1986).

La posible función biológica que ha sido atribuida a 
este tipo de enzimas sería la de regular el grado de acetilación 
en las histonas durante el aumento de la actividad 
trascripcional en núcleos (Garcea y Alberts, 1980; Wiktorowicz y
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Bonneer, 198E), aunque posiblemente esté también implicado en
otras de las funciones descritas en el apartado

La HAT B es un enzima citoplasmático responsable de la 
acetiilación de las histonas, especialmente H4, fuera del núcleo 
y qiue no es activo cuando las histonas están en forma de 
nuclceosomas (Bohm et al.., 1980; Garcea y Alberts, 1980; Uiegand 
y Briutlag, 1981; Sendra et al.., 1986). Han sido aisladas
actividades histona aceti 1transferasa similares a la forma B 
(tab!la 1) en linfocitos de bovinos (Bohm et al.., 1980), hepatoma 
de r<ata (Garcea y Alberts, 19B0), en Drosophi. 1.a melanogaster
(Wie«gand y Brutlag, 1981) y en Pisum sati_yum (Salvador et al.., 
1985¡; Sendra et al.., 1986). Salvador et al.. (1986) han sugerido 
que la HAT B podría ser una actividad enzimática presente en la 
totalidad de los organismos eucariotas.

En base a los resultados de especificidad, 
localización subcelular, etc., diversos autores han indicado que 
este enzima estaría implicado en la acetilación de las histonas 
recién sintetizadas,especialmente H 4 , previamente al ensamblaje 
de éstas en nucleosomas (Garcea y Alberts, 1980; Wiegand y 
Brutlag, 1981; Salvador et al.., 1985; Sendra et al.., 1986). Los 
residuos de lisina que esta enzima acetilaría en las histonas 
serían posiblemente distintos a los que son modificados por el
enzima nuclear (Garcea y Alberts, 1980; Chicoine et al., 19B6).

Hay evidencias de una tercera actividad denominada HAT 
C en timo de ternera que aceti la a las histonas H2A>H2B>H3=H4 
(Sures y Gallwitz, 1980) y de otra asociada a nucleosomas de 
linfocitos de bovinos denominada HAT DB ("DNA Binding") que
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acettila a las histonas H4>H2B=H3>>H2A (Bohm el. al..» 19B0).
En general en los sistemas biológicos parece existir» 

sin embargo» una mayor complejidad que la presencia de un 
isoenzima histona aceti 1transferasa de cada uno de los tipos 
señalados, nuclear y c i top lasmát ico (tabla 1). Así» en los 
núcleos de hígado de ternera (Libby» 197B) y en los de hígado de 
rata (Libby» 19B0) se ha descrito la presencia de dos 
actividades nucleares que difieren tanto en especificidad como 
en comportamiento cromatográfico. En hígado de ternera la HAT 
"a" es separada de la HAT "b" (diferente del enzima 
citoplasmático HAT B) mediante cromatografía en hidroxiapatito» 
pero no difieren en cuanto a la fuerza iónica a la que eluyen en 
una cromatografía en DEAE-celulosa. La especificidad de la forma 
"a" está dirigida a H4>H2A>H3>H2B>H1 mientras que la forma "b" 
lo es hacia H4=H3>H2A>H2B>H1. En hígado de rata» los dos 
isoenzimas nucleares no pueden ser separados por cromatografía 
en DEAE-celulosa ni en hidroxiapatito» pero si lo son en columna 
de fosfocelulosa, siendo también algo diferentes en cuanto a su 
especificidad: la HAT "a" acetila H3>H2B=H2A>H4 y la HAT "b"
H3>H2A>H2B>H4.

En otros sistemas, por el contrario, no se ha 
encontrado ningún isoenzima HAT de tipo nuclear, como ocurre por 
ejemplo en el caso de células de Drosogh.! .1 a fD®2 i§I)°9 i§ster 
(Wiegand y Brutlag, 1981).

Entre los enzimas citoplasmáticos también parece 
existir esta heterogeneidad en cuanto al número de isoenzimas 
presentes. Así, en Artemisa s a H n a  se han descrito dos isoenzimas
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citoplasmáticos denominados HAT II y HAT III (además de la forma 
nuclear HAT I), separados por cromatografía en hidroxiapatito. 
La HAT II acetila exclusivamente a la histona H4, mientras que 
la HAT III modifica tanto a H^ como a las histonas H3 y H 1 , con 
una actividad similar (Estepa y Pestaña» 1983), Su función sería 
la de acetilar a las histonas H3 y H4 previo a su deposición y 
ensamblaje en nucleosomas» favoreciendo posiblemente ambos 
procesos (Allis et ai.» 1985).

Más recientemente Yukioka et al. (198^) han descrito 
en un solo sistema biológico» hígado de rata» hasta cuatro 
actividades HAT» dos de tipo nuclear denominados como N I y N 
II» y dos de tipo citoplasmáticas» C I y C II. Las dos primeras 
han sido separadas por ultracentrifugación en gradiente de 
sacarosa, siendo sólo la HAT N II retenida por cromatografía en 
DNA-Sephadex. La N I  acetila a las histonas H3>>H¿t>H2B>H2A>Hl , 
pero no las modifica si éstas están formando nucleosomas, 
mientras que la N II acetila a H4>H3>H2B>>H2A>H1, así como a las 
histonas en nucleosomas. Los isoenzimas citoplasmáticos C I y C 
II, por su parte, son separados entre sí por cromatografía en 
DEAE-Sephadex. Los resultados de especificidad indican que estos 
enzimas no son activos con las histonas en forma de nucleosomas, 
acetilando la forma C í a  las histonas libres H4>H3>H2B>>H2A>H1, 
y la forma C II tan sólo a la histona H4.

Es importante señalar también que en función del 
sistema de extracción y de purificación empleados, diversos 
autores . han descrito» para un mismo material biológico, un 
número diferente de isoenzimas presentes y/o carácterísticas
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bioquímicas distintas. Así en hepatoma de ratai Garcea y Alberts 
(1980) han indicado la presencia de un solo enzima nuclear 
obtenido por precipitación diferencial con po1ietiléng1 ico 1 8000 
a fuerza iónica elevada (8 M NaCl). Este enzima acetila a las 
histonas libres H^>H3>H2B>>HEA, mientras que el comportamiento 
con nucleosomas es algo distinto» acet i lando H¿f>HSA=HSB>H3. 
Fukushima et al_. (1980) en núcleos de hígado de rata» obtiene 
mediante extracción a fuerza iónica alta (0.6 M KC1)» 
ultracentrifugación a 105000xq y purificación posterior en 
hidroxiapatito* una actividad HAT que acetilaría en nucleosomas» 
a diferencia de la descrita por Garcea y Alberts (1980), a las 
histonas H^>>H3>HSB. Por su parte, Wiktorowicz y Bonner (198S) 
en este mismo material, por extracción a fuerza iónica alta (0.¿f 
M NKsXl ) seguida de una extensa purificación mediante 
cromatografía en feni1-Sepharose, filtración en Sephadex G-200, 
intercambio iónico en CM-celulosa y de afinidad en
N-aceti 1isina-Sepharose, obtiene un solo enzima con 
especificidad frente a histonas libres algo diferente a la 
descrita por Garcea y Alberts (1980), ya que acetila a 
H3>H4>H2B>H2A>H1. Sin embargo, Vukioka et al_. (19B4) mediante el 
mismo procedimiento de extracción descrito por Fukushima et al. 
(1980) y ulterior purificación en gradiente de sacarosa, tal 
como se ha indicado más arriba, conduce a la separación de los
isoenzimas N I y N II. Por último Libby (1980), igualmente en 
núcleos de hígado de rata, obtiene los isoenzimas "a" y "b" 
descritos anteriormente, con especificidad diferentes a los
obtenidos por Yukioka et al.. (198¿t). El proceso de purificación



Tabla 1.- Actividades histona acetiltransferasa descritas en distintos organismos eucarióticos (n/c: localización
nuclear o citoplasmética; N.D.: no determinado; -/+: activa o no activa con nucleosomas).

Sistema Método de Actividad Factor de Mr Especificidad
biológico extracción HAT (n/c) purificación H.libres/Nucleosomas

Núcleos de 
testículo 
de trucha

Extrae, con 0.4M 
NaCl y ppción. con 
30-60% en (NH4 )2S04

A (n) N.D. N.D. H3>H4/ N.D.

Núcleos de 
hígado de 
ternera

Extrae, con 0.4M 
KC1

a (n) 

b (n)

4.580

5.100

150.000

175.000

H4> H2A> H3> H2B>H1 
N.D.

H4=H3>H2A>H2B>H1
N.D.

Cromatina 
de timo de 
ternera

Extrae, con 2M NaCl 
y ppción. diferencial 
con 10 y 20% PEG

A (n) 5.700 70.000 H4> H3>H2B» H2A 
H4> H2A=H2B» H3

Células de 
linfocitos 
de bovinos

Extrae, con 0.5M NaCl 
y ultracentrifugación 
a 100.000 xcj, 2 h.

A (n)

B (c) 
DB( n )

N.D.

N.D.
N.D.

N.D.

N.D.
N.D.

H4>H2B-H2A>H3^H1
N.D.
H4/ - 

H4> H2B=H3» H2A

Referencias

Cándido
(1975)

Libby
(1978)

Belikoff ejt 
al., (1980)

Bóhm et al. , 
(1980)

H2B»H3>H4>H2A



Tabla I (cont.).- Actividades histona acetiltransferasa descritas en distintos organisaos eucarióticos <n/c:
localización nuclear o citoplasaática; N.D.: no deteninado; -/+: activa o no activa con nucleosoaas).

Sin tema 
biológico

Método de 
extracción

Actividad Factor de Mr
HAT (n/c) purificación

Especificidad 
H.libres/Nucleosomas

5 Cromatina 
de hígado 
de rata

Extrae, con 0.6M KC1 A (n)
y ultrac. a 105000 xcj 
90 min.

N.D. N.D. H4»H3>H2B
N.D.

6 Hepatoma 
de rata

Extrae, con 2M NaCl y 
ppción. diferencial 
con 10 y 20% PEG

A (n) N.D. N.D. H4>H3>H2B» H2A 
H4> H2A=H2B»H3

7 Núcleos de 
hígado de 
rata

Extrae, con 2M NaCl

Extrae, con 0.4M KC1 
y ppción. con 55% de
(nH4)2S04

A (n) 

B (c)

a (n) 
b (n)

N.D.

N.D.

277
285

N.D. H4>H3>H2B» H2A
H4> H2A=H2B» H3

N.D. H4/ -

N.D. H3> H2B=H2A>H4/N.D,
N.D. H3>H2A>H2B>H4/N.D,

Células de 
timo de 
ternera

Sonicación en 1M de 
(NH^^SO^ y ppción con
3.5M (NH4 )2S04

A (n) 
B (c) 
C (n)

22 120.000 H2A^H4>H2B>H3/N.D,
239 98.000 H4>H2A/ -
  200.000 H2A>H2B»H3=H4/N.D,

Referencias

Fukushima êt 
al., (1980)

Garcea y Al—  
berts, (1980)

Garcea y Al—  
berts, (1980)

Libby, (1980)

Sures y Gall- 
witz, (1980)



Tabla I ícont.).- Actividades histona acetiltransferasa descritas en distintos organisaos eucarióticos (n/c:
localización nuclear o citoplasaática; N.D.: no deterainado; -/+: activa o no activa con nucleosoaas).

Sistema
biológico

Método de 
extracción

Actividad Factor de Mr
HAT (n/c) purificación

Especificidad 
H.libres/Nucleosomas

Referencias

9 Células de 
Drosophíla 
melanogaster

Sobrenadante de la 
ppción. con 6,9- 
diamino-2-etoxiacridina

B (c) 1.200 160.000 H4/ - Wiegand y —  
Brutlag, (1981)

10 Núcleos de 
hígado de 
rata

Extrae, con 0.4M KC1 227 96.000 H3>H4>H2B>H2A>H1
N.D.

Wiktorowicz y 
Bonner, (1982)

11 Células de Artemía salina 
-Núcleos

-Sobrenad. 
citoplasmát.

Extrae, con 0.5M KC1 I (n) N.D.
y ultracentrifugación 
a 105.000 xcj, 90 min.
Sobrenadante ultra- II(c) N.D.
centrifugación a
105.000 xc[, 2 h. III (c) N.D.

N.D.

N.D.
N.D.

H3>H4» H1 
N.D.

H4/ N.D. 
H3>H4^H1/ N.D,

Estepa y Pes­
taña, (1983)

12 Núcleos de PPc^n. diferencial A 8.650 94.000 H3>H4>H2B>H2A Kelner y Me
hígado de 30-65% en (NH4>2S04 H4>H2B>H3>H2A Carty, (1984)cerdo



Tabla I (cont.).- Actividades histona acetiltransferasa descritas en distintos organismos eucarióticos (n/c:
localización nuclear o citoplasmática; N.D.: no determinado; -/+: activa o no activa con nucleosomas).

Sistema
biológico

Método de Actividad 
extracción HAT (n/c)

Factor de 
purificación

Mr Especificidad 
H.libres/Nucleosomas

Referencias

13 Cromatina 
Saccharomyces 
cerevisiae

Extrae, con 0.4M KC1 A (n) 15.000 110.000 H4>H2B>H3>H2A
N.D.

Travis et 
al., (1984)

14 Células de hígado de rata
-Núcleos Extrae, con 0.5M NaCl 

y ultracentrifugación 
a 105.000 xc[, 30 min.

NI (n) 
NII(n)

N.D.
N.D.

N.D.
N.D.

H3» H4>H2B>H2A>H1/ - 
H4>H3>H2B» H2A>H1/ +

Yukioka et 
al., (1984)

-Sobrenad. 
citoplasmat.

Sobrenadante de ultra 
centrifugación a 
105.000 xc[r 2 h.

CI (c) 
CII(c)

N.D.
N.D.

N.D.
N.D.

H4> H3>H2B» H2A>H1/ - 
H4/ -

15 Plántula de 
Pisum sativum

Homogeneizac. y pre- 
cipitac. con (NH^^SO^
90% saturación.

B (c) N.D. 160.000 H4/ N.D. Salvador el: al.,
(1985)

16 Embrión de 
P isum 

sativum

Homogeneizac. y pre- 
cipitac. con (NH^^SO^
90% saturación.

A

B

N.D.

N.D.

120.000

160.000

H3/H3 

H4/ -

Sendra et 
al¿, (1986)
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empleado por Libby (1980) se basa en la precipitación de las 
proteínas con (NHU)eS0*. al 55% de saturación y purificación 
mediante cromatografía en DEAE-celulosa, hidroxiapatito y 
fosfocelulosa. Algunos autores (Garcea y Alberts, 19B0; 
Wiktorowicz y Bonner» 198E; Wiegand y Brutlag» 1981) han 
sugerido que las discrepancias existentes en función del tipo de 
extracción puedan ser debidas a que alguna actividad 
isoenzimática pueda ser inactivada irreversiblemente durante las 
etapas de purificación» especialmente en aquellas en las que 
someten a los enzimas a fuerzas iónicas» o concentraciones de 
proteínas elevadas. La mayor o menor inactivación sería función 
del grado de sensibilidad de los enzimas en cada tipo de 
organismo (Wiktorowicz y Bonner» 1982).

Por comparación de los comportamientos
cromatográficos, especificidad con histonas libres o nucleosomas 
y localización subcelular de las actividades HAT» Yukioka et a.1.
(1984) han relacionado entre sí los isoenzimas presentes en
distintos organismos eucariotas. El enzima nuclear N I sería 
similar a la acetilasa A descrita por Wiktorowicz y Bonner
(1982) en hígado de rata y también a la HAT A de núcleos de
linfocitos de bovinos (Bohm et al.» 1980). El enzima N II podría 
compararse con la HAT A localizada en hígado de cerdo (Kelner y 
Me Carty, 1984), a la forma nuclear de timo de ternera (Belikoff 
et al.., 1980), a la HAT I de Artemj.a sa_l_ina (Estepa y Pestaña,
1983), a la HAT DB de linfocitos de bovinos (Bohm et al.., 1980)
y a la forma aislada de la cromatina del virus SV40 (Otto et
al., 1980).
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El enzima citoplasmático C I podría asemejarse a la 
*

HAT III de Arte r[ú a sal ina (Estepa y Pestaña» 1983)» mientras que 
la HfAT C 11 se parecería a la acetilasa B descrita en Drqsophi^a 
ÍD§I§Z)°93ster (Wiegand y Brutlag, 1981)» en linfocitos de bovinos 
(Bohfm et a K  , 1980)» en timo de ternera (Belikoff et al . » 1980) 
y la HAT II de Artemi_a s §.1.1 na (Estepa y Pestaña» 1983)» todas 
ellas específicas para la histona HA.

Travis et a.1. (198A) han descrito en Saccharomyces
9 §E®;vÍsae la presencia de una única actividad histona
aceti 1transferasa obtenida a partir de cromatina de levadura 
prensada y que acetila específicamente a las histonas 
HA>H2B>H3>HEA. La purificación de la HAT se llevó a cabo 
mediante extracción del enzima con una fuerza iónica 
correspondiente a una concentración de O.A M en NaCl, y 
cromatografías posteriores en DEAE-celulosa» Bio-Rex 70, 
fosfocelulosa y Sephacryl S-300, llegando a un grado de 
purificación de unas 15000 veces. Las características 
bioquímicas, especificidad por las histonas y localización
subcelular unida a cromatina, parecen indicar que este enzima 
sería similar a la acetilasa tipo A descrita en eucariotas.

El conjunto de estos estudios demuestra la existencia 
de diversas histona aceti 1transferasas presentes en fracciones 
nucleares y citoplasmáticas, lo cual puede ser reflejo de la 
complejidad funcional que la acetilación de las histonas parece 
poseer en los organismos eucariotas.
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5.2.- Histona desaceti lasa.

El enzima histona desacetilasa (HD) cataliza la eliminación 
de los grupos acetilo unidos al G-amino de los residuos de 
lisina en la región N-terminal de las histonas.

Los primeros procedimientos de extracción de esta actividad 
consisten en la obtención de preparaciones crudas a partir de 
tejidos o núcleos que son homogeneizados en tampones de baja 
futerza iónica» siendo los sobrenadantes de centrifugaciones 
posteriores usados como fuente de enzima (Inoue y Fujimoto» 
1970; Libby» 1970; Fujimoto» 1972). En trabajos posteriores se 
describen protocolos con un mayor número de etapas de 
purificación (Vidali et al..» 1972; Kaneta y Fujimoto» 197A).
Asi, Vidali et a¿. (1972) indicaron la presencia de una
actividad desacetilasa, purificada de núcleos de hígado de 
ternera, que posee afinidad por las histonas acetiladas H3 y 
HA. Kaneta y Fujimoto (197A) observaron que la actividad HD en 
timo de ternera contiene dos formas enzimáticas diferentes, una 
actuaría tanto sobre histonas unidas a cromatina como en forma 
libre, y la otra tan sólo libera los grupos acetilo de las 
histonas libres.

La actividad desacetilasa con un mayor grado de 
purificación ha sido descrita por Cousens et al. (1979) usando 
como material biológico timo de ternera. La actividad enzimática 
es precipitada primeramente con una concentración 3.5 M en 
(NH.c.) ES0<. y posterior purificación por cromatograf í as en
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DEAE-celulosa y en hidroxiapatito. En la cromatografía de 
intercambio iónico se observa la separación de dos isoenzimas, 
denominados HD I y HD II» que eluyen de la misma a 250 y 300 mM 
en NH**C1 respectivamente.

Resultados obtenidos posteriormente por Hay y Cándido (1983 
a y b) indican que la actividad desacetilasa podría encontrarse* 
como ocurre en la cromatina de células HeLa, asociada a un 
complejo DNA-proteíñas de alto peso molecular. Esta actividad 
permanece unida al complejo incluso a una fuerza iónica 2 M en 
NaCl. Los resultados de especificidad indican que las histonas 
libres son un pobre sustrato para la desacetilasa* mientras que 
las histonas en forma de mononucleosomas u oligonucleosomas son 
desacetiladas mucho más eficazmente.

En Saccharomyces cerevisae se ha descrito recientemente* la 
presencia de una actividad histona desacetilasa asociada con 
núcleos de levadura* que puede ser liberada de la cromatina* al 
menos parcialmente, por extracción con NaCl 0.5 M (Nelson y 
Alonso, 1986). El enzima desacetila durante la incubación a 
37° C de núcleos marcados de levadura, a las cuatro histonas 
H2A, H2B, H3 y H¿t de este organismo* o a las histonas del 
"core" nucleosomal de núcleos marcados de eritrocito cuando 
éstos son incubados junto a núcleos de levadura. Estos 
resultados estarían de acuerdo con los datos de especificidad 
descritos para la HD de P h y ^ a r u m  gol_i.ceB.hal.um por Waterborg y 
Matthews (1983). Una característica importante de la histona 
.desacetilasa de levadura es que no se encuentra inhibida por la 
presencia de n-butirato, a pesar de haber sido descrito este
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reactivo como un fuerte inhibidor de la histona desacetilasa en 
otros organismos eucariotas (revisión de Doenecke y Gallwitz, 
19B2).

6) OBJETIVO DEL PRESENTE TRABAJO

La acetilación de las regiones N-terminal de las histonas, 
a pesar de ser un proceso ampliamente estudiado por diversos 
autores, no se conoce hasta el momento que función biológica 
puede desempeñar en las células de los organismos eucariotas. La 
levadura Saccharomyces c e r e v _ i c o n s t i t u y e  un organismo muy 
apropiado para realizar estudios en ese sentido, ya que las 
histonas de su cromatina se encuentran entre las más altamente 
acetiladas de los organismos eucariotas. La regulación del nivel 
de acetilación de las histonas está desempeñada por la acción 
opuesta de las actividades enzimáticas histona aceti 1transferasa 
e histona desacetilasa.

El objetivo del presente trabajo es el estudio del sistema 
enzimático de acetilación y desacetilación de las histonas en la 
levadura Saccharomyces cereyisjLae. Dentro de esta problemática, 
la investigación pretende determinar el número, tipo y 
características bioquímicas principales de las actividades HAT y 
HD presentes en levadura. A fin de eliminar las discrepancias 
observadas, mediante la utilización de tan sólo un procedimiento
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de ex<tracción de estas actividades en otros organismos (tabla 
I), en este estudio se han utilizado tres métodos diferentes» 
descr'itos en la bibliografía» para el aislamiento y purificación 
de diichos enzimas.



MATERIALES Y METODOS
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I) MATERIALES

1)PRODUCTOS QUIMICOS

-C^HD acetato sódico (activ. específ. 5E mCi/mmol) 
-C1L-1**CD acetil CoA (activ. específ. 5^ mCi/mmol) 
-Acrilamida 
-Agjar 
-Armp 1 if y
-Azul brillante de cresilo 
-Azul Coomassie R-250 
-Azul de bromofenol 
-Bisacr i lamida
-Bisbenzimidazo1 (H0ETSCH-3325B)
-BSA
-Cocktail de centelleo para muestras acuosas 
Normascint 22 

-CM-Sephadex G-25 
-CM-Sepharose CL-6B 
-DEAE-Sepharose CL-6B 
-Dimeti1-P0P0P 
-DNA-celulosa, doble cadena 
-DNA de testículo de trucha 
-Espermid ina 
-Espermina

Amersham 
Amersham 

Merck 
Oxoid 

Amersham 
Merck 
Sigma 

UCB 
Merck 

Boehringer 
Sigma

Scharlau 
Pharmac ia 
Pharmacia 
Pharmac ia 
Scharlau 

Pharmacia 
Sigma 
Sigma 
Sigma
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-Extracto de levadura Oxo id
-FenilthLdrazina Merck
-F ico 11 ¿+00 Pharmacia
-Filtros de fibra de vidrio GF-F Whatman
-Filtros fosfocelulosa P-81 Whatman
-Hidroxiapatito HTP Bio-rad
-Medio Swim’s S-77 Gibco
-2-mercaptoeti lamina Sigma
-MES Merck
-Novozym 23¿f Novo BioLabs
-Nucleasa de micrococo Boehr inger
-Película autoradiográfica Hiperfilm MP Amersham
-Peptona bacteriológica Oxo id
-Perlas de vidrio de 0,¿+5-0»50 mm Sigma
-Pironina Sigma
-PMSF Merck
-Polibuffer 96 Pharmac ia
-Po 1 ielectro 1 i to PBE 9¿+ Pharmac ia
-Polietilénglicol 8000 Sigma
-Po1i-L-1isina Sigma
-PPO Scharlau
-Proteinasa K Boehr inger
-PVP Merck

-Sephadex G-25 Pharmac ia

-Sorbitol Scharlau
-TEMED Merck
-Tritón X-100 Merck
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-Ultrogel AcA3¿t
-(S-glucuronidasa-ar i lsulf a tasa

2) APARATOS.

-Analizador de imágenes IBAS 2000 de Kontron 
-Cámara Polaroid MP4 
-Centrífuga Beckman mod. J2-21
-Contador de centelleo líquido LKB 1217 Rackbeta
-Espectrofluorímetro Perkin-Elmer MPH A^B
-Espectrofotómetro Beckman mod/. 25
-Fuente de electroforesis Pharmacia ECPS 3000/150
-Microfuge Beckman
-Secador de geles LKB mod. 3002
-U1tracentrífuga Beckman mod. LB-55

3) MATERIAL BIOLOGICO.

-Levadura Saccharomyces cereyi_sae cepa CECT-1383
-Levadura comercial prensada marca Hércules (Compañía de 
industrias agrícolas S.A., Valladolid)
-Pollos de la raza Leqhorm-Wh i_te Rock (Pavimar, S.A. )

LKB
Boehr inger
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II) PROTOCOLO EXPERIMENTAL

1) MEDIOS DE CULTIVO

La cepa CECT 13B3 de levadura se cultivó a 28 °C en placas 
Petri o tubos de cultivo que contenían un medio YEPG (extracto 
de levadura VA (p/v), peptona bacteriológica S*A (p/v) y glucosa 
2V. (p/v)) suplementado con agar al VA (p/v).

El cultivo líquido de levadura en YEPG se realizó 
inoculando el volúmen necesario de una suspensión de células 
crecidas en medio sólido para obtener una concentración celular 
de 10 mg por litro e incubando el medio en agitación a 28 °C. En 
algunos casos, el inóculo consistía en la aplicación, a 2 1 de 
medio, de 10 g de células obtenidas de un cultivo previo en 
medio líquido mantenido en fase estacionaria de crecimiento 
durante 65 horas. El estado de crecimiento del cultivo se 
determinó por medida de la turbidez a 600 nm. Las células se 
recogieron en el estado de crecimiento deseado por 
centrifugación a 3000xg durante 5 min y se lavaron dos veces en 
agua destilada, centrifugándose en las mismas condiciones.
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S> PROCEDIMIENTOS DE LISIS CELULAR PARA LA OBTENCION DE LA 
FRACCION PROTEICA

2.1.- Agitación en tampón hipotónico con perlas de
vidrio .

Un primer método para la lisis de las células de levadura 
se realizó siguiendo el procedimiento descrito por Franco y 
López-Braña (1978). Tras recogerse las células de levadura por 
centrifugación, éstas se resuspendieron en 2 volúmenes de un 
medio hipotónico constituido por fosfato sódico 5 mM, MgSO* 1 
mti y PMSF 0,7 mM a pH 6.8 y se introdujeron en una botella que 
contenía perlas de vidrio de 0,45 a 0,50 mm de diámetro, en una
proporción de 4 a 1 en peso respecto al de levadura. La mezcla
se agitó verticalmente durante 6 min a 4 °C, siendo la amplitud 
de las oscilaciones de aproximadamente 50 cm. El contenido de la 
botella se filtró después a través de una gasa de 200 H de poro 
a fin de eliminar las perlas de vidrio. Dichas perlas fueron
posteriormente lavadas tres veces con el mismo medio y el
filtrado se homogeneizó con ayuda de homogeneizador 
Potter-Elvehjem. Finalmente el homogeneizado fue sonicado a 125 
W durante cuatro períodos de 30 s cada uno, en un baño de hielo, 
constituyendo el Extracto I.
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2.2.- Obtención de protoplastos con Novozyrn.

Un segundo procedimiento para lisar las células de levadura 
utilizado fue el descrito por Lohr y Ide (1979) con algunas 
modificaciones.' En este método, las paredes celulares de la 
levadura se eliminaron por digestión con Novozyrn 23^.

Esta reacción de digestión se ve favorecida preincubando 
las células con un agente reductor como el 2-mercaptoetano1. 
Para ello, las células se preincubaron durante 30 min en 
tris-HCl 0.1 M, EDTA 5 mM, 2-mercaptoetano1 75 mM, pH 8.0 en un 
baño de hielo. Tras este tratamiento, las células se recogieron 
por centrifugación a 3000xg durante 5 min y se lavaron con el 
medio de digestión sorbitol 1.1 M, fosfato sódico 2^ mM pH 6.5. 
Las células lavadas se resuspendieron en la misma solución a 
razón de 0.5 g de células por mi de medio y se añadió Novozyrn 
hasta una concentración de 10 mg de enzima por g de células. La 
mezcla se incubó con agitación suave a 37 °C siguiéndose la 
formación de los protoplatos en el microscopio óptico, 
observándose su sección de tipo circular fácilmente distinguible 
de la sección irregular de las células con pared celular. En 
todos los casos la incubación fue inferior a los 15 min. 
Trancurrido el tiempo de incubación necesario, los protoplastos 
se recogieron por centrifugación a 4000xg, 10 min, y se lavaron
dos veces con el medio de digestión en ausencia de enzima a fin 
de eliminar los restos de éste en el sedimento.

Los protoplastos se lisaron en un tampón hipotónico
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conteniendo tris-HCl 75 mM, EDTA 0.25 mM, MgCle 1 mM, 
2-mercaptoetano1 5 mM, PMSF 0.7 mM a pH 7.9 (tampón A) con ayuda 
de un homogeneizador Potter-Elvehjem. Finalmente» el 
homogeneizado fue sonicado en las condiciones descritas en el 
apartado anterior, constituyendo el Extracto II.

2.3.- Obtención de núcleos.

Los protoplastos usados para la obtención de núcleos se 
produjeron utilizando como enzima para la digestión de la pared 
celular, (3-g lucuronidasa-ar i lsulf atasa. Estos núcleos poseen una 
mayor estabilidad que los que se obtienen tras el tratamiento 
con Novozyrn.

Las células, recogidas en fase estacionaria, son incubadas 
con medio de pretratamiento (tris-HCl 0.1 M, EDTA 5 mM, 
2-mercaptoetano1 75 mM, pH 8.0) durante 30 min a 32 °C. Sin
embargo, si las células se recogieron en fase exponencial, la 
temperatura de incubación fue de 0 °C ya que si estas células 
son tratadas también a 32 °C su conversión posterior en 
protoplastos es excesivamente rápida, produciéndose una lisis 
considerable de los mismos (Lohr y Ide, 1979).

Posteriormente, las células lavadas con medio de digestión 
(sorbitol 1.1 M, fosfato sódico 2¿t mM, pH 6.5), se 
resuspendieron en la misma solución a razón de 0.2 g de células 
por mi de medio y se añadieron 0.¿f mi de
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f3-glucturonidasa-ari lsulfatasa por g de células (este extracto 
enzimártico se sirve comercialmente en forma líquida). La
suspentsión fue incubada a 37 °C con una suave agitación»
siguié»ndose la formación de protoplastos con el microscopio
óptico»» siendo el tiempo de incubación en todos los casos
inferLor a 1 h. Tras la incubación* los protoplastos fueron 
recogiidos por centrifugación a 4000xq durante 5 min y lavados 
dos ve?ces con el medio de digestión.

L o s  protoplastos se lisaron» para la obtención de núcleos» 
según el procedimiento descrito por Lohr et al.. (1977)* basado 
en elL de Wintersberger et al.. (1973). Para ello* los
protoplastos fueron resuspendidos en medio de lisis constituido 
por fTicoll 18%, fosfato sódico SO mM, MgCle 0.5 mM, pH 6.8 y 
fuerom homogeneizados suavemente con un homogeneizador
Potter--Elvehjem. En este medio los protoplastos se lisan por no 
estar estabilizados osmóticamente y los núcleos obtenidos se 
aislarron por centrifugación diferencial. Los protoplastos no 
lisadcDS y las células intactas fueron separados de los núcleos 
por centrifugación a ¿tOOOxq durante 5 min. Posteriormente, los 
núcleos se recogieron por centrifugación a 30000xq durante 30 
min. LLos núcleos sedimentados fueron resuspendidos en un medio 
sorbittol 1 M, glicerol 20%, PVP 5% y bisulfito sódico 10 mM, y 
fuerom depositados sobre un gradiente discontinuo de sorbitol 
2.6-3..2 M en el mismo medio, centrifugándose a 13000xq, 20 min.
De essta forma los núcleos quedan flotando en la interfase,
separ¿andose de las pocas células presentes, que van al fondo del 
graditente, y de lípidos, restos de membrana, etc., que quedan en



64

la qparte superior. Los núcleos recogidos de la interfase se 
lavcaron S veces con glicerol £0%, centrifugándose en cada lavado 
a BCOOOxg, 20 min. Por últimos fueron resuspendidos en tampón 
hipcotónico (tris-HCl 75 mlis Mg Cíe 1 mM» EDTA 0.25 mM, 
2-m€ercaptoetano 1 5 mM, PMSF 0.7 mfi a pH 7.9) y sonicados en las
concdiciones descritas en el apartado 2.1.

Este método condujo al aislamiento de núcleos con un
renedimiento relativamente bajo por lo que» para lisar los 
protoplastos» se utilizó también un segundo método que fue
descorito por Alonso y Nelson (1986). Los protoplastos fueron 
resiuspendidos en medio de lisis (0.25 M sacarosa» 60 mM KC1> 15
mM NaCl, 5 mM MgCls , lmM CaCle , 15 mM MES, 0.1 mM PMSF, 0.8% 
(v/'v) tritón X-100, pH 6.6) manteniéndose en hielo durante 30 
min y observándose la desaparición de protoplastos con el 
microscopio óptico. Los núcleos fueron centrifugados a 5000xq 
durante 10 min y lavados posteriormente 2 veces con el medio
anterior. Finalmente, los núcleos' se lisaron en el tampón
hipotónico A (pág. 62) y fueron sonicados en las condiciones 
descritas en el apartado 2.1. Los lisados nucleares constituyen 
los Extractos III.

3) OBTENCION DE ACTIVIDADES ENZIMATICAS CRUDAS HAT

Con objeto de obtener a partir de levaduras extractos 
crudos proteicos con posible actividad HAT, se utilizaron los

Vi
»
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procedimientos que vienen descritos a continuación:

3.1.- Precipitación con acetona.

Este procedimiento fue descrito por Vidali et al. (1972) 
para la obtención de actividad histona desacetilasa a partir de 
timo de ternera. Los extractos obtenidos en los apartados 
anteriores, fueron precipitados con 3 volúmenes de acetona y 
fueron mantenidos a -20 °C durante una noche. Tras este período, 
la suspensión se centrifugó a 27000xg durante 15 min, y el 
sedimento fue secado extensamente a vacío. Se añadió 
posteriormente 1 volúmen de tampón B (tris-HCl 15 mM, NH^Cl 10 
mM, EDTA 0.25 mM, 2-mercaptoetano1 5 mM, glicerol 10% pH 7.9) y 
se sonicó a 50 W durante 2 ó 3 períodos de 15 s cada uno hasta 
su total redisolución.

3.2.- Precipitación con (NH^.)eSD^ y fraccionamiento 
con diferentes % de saturación.

A los extractos sonicados, obtenidos como se describe en el 
apartado 2, se añadió (NH<*)eS0<. sólido hasta un 25% de 
saturación, con objeto de disociar la cromatina, manteniéndose 
en agitación suave durante 30 min a A °C. La fracción proteica
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se precipitó posteriormente mediante la adición de (NH*.)eSO*. 
hasta el 90% de saturación» manteniéndose en agitación a ^ °C 
durante 1 noche.

El precipitado proteico fue recogido por centrifugación a 
3000Qx<g durante E0 min» resuspendido en tampón B (pág. 65) y 
dial izado frente al mismo tampón. Finalmente» el dializado se 
centrifugó a 30000xq durante 15 min» y el sobrenadante fue 
utilizado en posteriores etapas de purificación.

En algunos casos, se realizó un fraccionamiento de las 
proteínas con distintos % de saturación de (NH^)eSü^ a fin de 
cuantificar la actividad HAT presente en cada una de las 
fracciones. Para ello, la suspensión proteica con el E5% de 
saturación en (NH^)eSü^ se dividió en partes precipitándose 
las proteínas por adición de (NH**.) ES0<«. hasta un % de saturación 
final del 30, 50, 70 y 90% respectivamente y tratándose
posteriormente las 4 fracciones de forma independiente, como se 
describe más arriba.

3.3.- Precipi tac ión diferencial con el 10 y £0% de 
polietilénglicol 8000.

Otro de los agentes precipitantes utilizados para la 
obtención de actividades HAT de levadura fue el polietilénglicol 
8000, siguiendo el procedimiento descrito por Belikoff et a_l . 
(1980) para la obtención de HAT de timo de ternera con algunas
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d if erenoc ias.
Paira ello» los extractos sonicados obtenidos como se 

describ&e en el apartado £> se llevaron a una concentración £ M 
en NaC^l mediante la adición del sólido y se dejaron 
posteriiormente en agitación suave durante 30 min a A °C. Tras 
este pseríodo, se adicionó una solución del **0% (p/v) de 
PE6-800)0, disuelto en tampón A (pág. 6£) hasta llevar la
suspensión a un 10% de concentración final y manteniéndose
poster iiormente en agitación durante 10 min. Después de 5 min de 
reposo»» la mezcla fue centrifugada a EOOOOxg durante 15 min, 
quedandio la mayor parte del DNA en el sedimento. Este sedimento 
fue resauspendido en tampón B (pág. 65), dializado frente al 
mismo tiampón y centrifugado a EOOOOxg durante 10 min.

A1L sobrenadante obtenido tras la adición del PEG 10%, se le 
adiciomó 1 volúmen de tampón A, a fin de reducir la 
concenttración de NaCl hasta 1M, y se le añadió PEG sólido hasta 
un £0% de concentración final. Tras mantener la suspensión en 
agitaciión durante 30 min, se dejó 5 min en reposo y se
centriffugó a £0000xg durante 15 min. Finalmente, el sedimento 
fue reesuspend ido en tampón B y, tras ser dializado, fue 
centriffugado a EOOOOxg durante 10 min. Este sobrenadante, junto 
con el del 10%, fueron usados en posteriores purificaciones.
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3.4.- U1tracentrifugación en presencia de NaCl 0.5 M.

L<ds extractos obtenidos por lisis de protoplastos o núcleos 
en taimpón hipótonico» tal como se describe en el apartado £, y 
que rno fueron sonicados para evitar el fraccionamiento de la 
cromatina» se llevaron a una concentración en NaCl de 0.5 M 
mediante la adición del sólido. Tras mantener la suspensión en 
agitación suave durante 15 min» se centrifugó a 105000xg» 1 h, 
quedando la cromatina en la fracción sedimentada. El
sobrenadante fue recogido y dializado frente a tampón B, y se
centrifugó posteriormente a EOOOOxg» durante lo min; el 
sobrenadante obtenido fue usado en posteriores etapas de
puriificación como se describirá más adelante. 0

4) PURIFICACION DE ACTIVIDADES HAT.

Los métodos cromatográficos empleados durante los procesos 
de piurificación de las distintas actividades enzimáticas fueron 
los siguientes:
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4.1.- Cromatografía de adsorción en hidroxiapatito.

Las fracciones obtenidas según los métodos descritos en el 
apartado anterior, snse dial izaron frente a tampón C (fosfato 
sódico 10 mM, EDTA 0.25 mM, 2-mercaptoetano1 5 mM, glicerol 10% 
pH 6.8) y se aplicaron en una columna de hidroxiapatito <3 x 25 
cm), equilibrada en tampón C. Tras lavar dicha columna, con el 
mismo tampón hasta tener una ASso inferior a 0.1, las proteínas 
retenidas se eluyeron con un gradiente continuo de fosfato 
sódico 0.01-0.60 M en tampón C, a un flujo de 20 ml/h. La 
temperatura de elución fue de 12 °C para evitar la precipitación 
del fosfato sódico 0.6 M en el interior de la columna.

4.2.- Cromatografías de intercambio iónico.

Se han utilizado dos tipos de cromatografías de intercambio 
iónico para la purificación de actividades HAT y HD: 
CM-Sepharose CL-6B y DEAE-Sepharose CL-6B.

t

4.2.1.- Cromatografía de intercambio catiónico 
en CM-Sepharose.

Las fracciones enzimáticas crudas, obtenidas como se 
describe en el apartado 3, fueron dial izadas frente a tampón B
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(pag. 65) pH 7.0 y aplicadas sobre una columna de CM-Sepharose 
(3 x IB cm) a un flujo de 42 ml/h. Dicha columna fue 
posteriormente lavada con el mismo tampón hasta que la Aeao fue 
inferior a 0.1 y las proteínas retenidas se eluyeron con un 
gradiente de pH 7.0-9.5 en tampón B. Finalmente» las fracciones 
con actividad enzimática recogidas fueron cromatografiadas en 
columna de Sephadex S-25 (1.6 x 5.5 cm) estabilizadas en tampón 
B a pH 7.9, ensayándose las actividades HAT y HD según los 
procedimientos descritos en el apartado 5.

4.2.2.T Cromatografía de intercambio aniónico 
en DEAE-Sepharose.

En esta cromatografía las fracciones proteicas crudas se 
aplicaron a un flujo de 42 ml/h en una columna de DEAE-Sepharose 
de 3 x 18 cm, lavándose posteriormente la misma con tampón B. 
Las proteínas retenidas se eluyeron, en la mayoría de los casos, 
con un gradiente continuo de NHe*Cl 0.01-0.35 M en tampón B, 
aunque en otros fueron eluídas con una fuerza iónica de 0.35 M 
en NH.C+C1 . Los ensayos enzimáticos fueron realizados tal como se 
describe en el apartado 5.
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A.3.- Cromatografía de afinidad en DNA-celulosa.

Las fracciones con actividad enzimática HAT o HD» 
purificadas en las anteriores cromatografías» fueron aplicadas 
en una columna de DNA-celulosa de doble cadena de 1 x 8 cm, a un 
flujo de 15 ml/h, equilibrada previamente en tampón B (pág. 65). 
Tras lavar dicha columna, las proteínas unidas al DNA se 
eluyeron con un gradiente continuo 0.01-0.50 de NH^Cl en tampón 
B, ensayándose las fracciones como se describe en el apartado 5.

A.A¡- Cromatografía de exclusión molecular en Ultrogel
AcA3A.

Las fracciones separadas en cromatografías anteriores con 
actividad enzimática HAT o HD, fueron recogidas y concentradas
en una célula de ultrafi 1 tración con membrana de 30000 MWCo, a 
una presión de A.5 kg/cme . Los concentrados se aplicaron en 
columna de Ultrogel AcA3A de l.B x ISO cm equilibrada
previamente en tampón B 110 mM en NH^Cl y realizándose
posteriormente la elución en el mismo tampón a un flujo de 1S 
ml/h. Finalmente las actividades HAT y HD fueron cuantifi cadas 
según el procedimiento descrito en el apartado 5.
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4.5.- Cromatoenfoque.

Las fracciones proteicas crudas o purificadas previamente 
en anteriores cromatografías se concentraron por ultrafi 1 tración 
a través de una membrana de 30000 MWCo» y al concentrado se le 
adicionó 1 volúmen de polibuffer 96. La columna de 
polielectrolito (0.7 x 18 cm) se equilibró con tampón 
etanolamina-HCl 25 mM pH 9.4 y fueron depositados sobre ella 4 
mi de polibuffer 96 a pH 6.0. Posteriormente se aplicó la 
fracción enzimática concentrada a un flujo de 10 ml/h. Las 
proteínas fueron eluídas con el mismo tampón y las fracciones se 
ensayaron, como se describe en el apartado 5, tras ser 
equilibradas en tampón B (pág. 65) mediante columna de Sephadex 
G-25 de 1.8 x 5.5 cm.

5) ENSAYO DE ACTIVIDAD ENZIMATICA HAT.

5.1.- Procedimiento del ensayo enzimático.

El ensayo de histona aceti 1transferasa se realizó siguiendo 
el procedimiento descrito por Sures y Gallwitz (1980) con 
algunas modificaciones.

El ensayo se realizó incubando durante 20 min a 37 °C, 100
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Fl de las fracciones enzimáticas con 128 Fg de histonas y 0-01 
FCi de Cl-^CD acetil CoA en un volúmen final de 125 Fl. Tras 
este periodo se depositaron alícuotas de 110 Fl sobre filtros de 
fibra de vidrio Whatman 6F/F de 2.4 cm de diámetro» dejando que 
se secaran a temperatura ambiente durante 5 min, sumergiéndose 
después en TCA al 25%, 20 min a 4 °C. Los filtros se lavaron dos 
veces con TCA 25% durante 15 min y se sumergieron en alcohol 
etílico 96%, posteriormente en una mezcla de alcohol 
etílico-éter etílico (1:1 p/v) y finalmente en eter etílico, 
manteniéndose 10 min en cada una de dichas soluciones. Los 
filtros fueron secados en estufa a 70 °C por espacio de 10 min y 
se introdujeron en 10 mi de una mezcla de centelleo compuesta 
por PPÜ 0.6% (p/v), dimetil POPÜP 0.0075% (p/v) en tolueno. La 
radiactividad incorporada a histonas se cuantificó en un 
contador de centelleo líquido LKB 1217 Rackbeta, usando como 
testigo el ensayo correspondiente a la fracción enzimática 
inactivada previamente a 70 °C durante 10 min.

En los ensayos de especificidad enzimática se utilizaron 
como sustrato en lugar de las histonas, otras proteinas: BSA, 
sulfato de protamina, HMG de levadura, HM6 de eritrocito o el 
polímero sintético de po1i-L-1isina.

Para cuantificar la actividad enzimática aceti 1transferasa 
de las fracciones obtenidas con los sustratos espermidina y 
espermina, se siguió, con algunas modificaciones el 
procedimiento descrito por Yukioka et al.. (1984) basado a su vez 
en el de Horiuchi y Fujimoto (1972).

Los ensayos se realizaron en las condiciones descritas
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anteriormente» con 100 Hl de las fracciones enzimáticas» 1E8 Hg 
de los sustratos y 0.01 HCi de C1-X<*C3 acetil CoA. Tras la 
incubación a 37 °C durante 20 min» fueron depositados 80 Hl de 
la mezcla de incubación en filtros de fosfocelulosa Whatman 
P-Bl, de 2.4 cm de diámetro» secándose a continuación en estufa 
a 70 °C durante 5 min. Los filtros se sumergieron posteriormente 
en tampón NaHCOss/NaesCDs 50 mM pH 9.2, manteniéndose en agitación 
suave a 42 °C durante 30 min. Después de lavar los filtros 1 vez 
en el mismo medio y condiciones, se introdujeron en alcohol 
metílico 20 min a temperatura ambiente y se secaron en estufa a 
70 °C durante 1 h. La radiactividad incorporada a los 
policationes se cuantificó como se describe más arriba.

5.2.- Determinación de las condiciones de ensayo.

Para la determinación del pH óptimo de incubación de la 
actividad enzimática se realizaron ensayos, como se describe en 
el apartado 5.1, variando el pH del medio en el que se realizó 
la incubación. El medio utilizado fue tampón B (tris-HCl 15 mM, 
NH^Cl 10 mM, EDTA 0.25 mM, 2-mercaptoetano1 5 mM y glicerol 10%) 
a los valores de pH comprendidos entre 7.0 y 9.1. Para 
estabilizar el extracto enzimático en los diferentes pH del 
tampón, se aplicaron alícuotas del mismo en columnas de Sephadex 
G-25 (1.6 x 5.5 cm) equilibradas previamente en dichos tampones
y ensayándose los eluídos.
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La cuantificacidm de la actividad enzimática frente al 
tiempo de incubación de los ensayos se realizó como se describe 
en el apartado anterior, incubando la mezcla durante 5, 10, SO, 
30, 45, 60 ó 75 min, respectivamente.

La determinación de la temperatura óptima se realizó 
variando, respecto al procedimiento descrito anteriormente, la 
temperatura de incubación con valores comprendidos entre SB y 
45 °C.

Finalmente la influencia de la fuerza iónica en la 
actividad enzimática fue determinada realizando los ensayos en 
presencia de concentraciones crecientes de NH^Cl entre 0 y 600 
mM.

5.3.- Inhibición de la actividad enzimática por DNA.

Para estudiar el efecto inhibidor del DNA sobre la 
actividad histona aceti 1transferasa, se realizó el ensayo 
enzimático descrito en el apartado 5.1, en presencia de 
concentraciones de DNA de testículo de salmón de E5 y 50 Hg/ml, 
midiéndose posteriormente la radiactividad incorporada a las 
h istonas.
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6) PRODUCCION DE RETICULOCITOS MEDIANTE TRATAMIENTO CON 
FENILHIDRAZINA.

Para la obtención de eritrocitos inmaduros se siguió 
básicamente el procedimiento descrito por Ferenz y Nelson 
(1985) .

Así, pollos de la raza Leghorm-Whi te Rock se mantuvieron en 
ausencia de comida durante 48 h y, tras este período se les 
inyectaron diariamente, por vía subcutánea, 1 mi de una solución 
formada por feni lhidrazina 1.5*/. (v/v), NaCl 0.14 M, fosfato 
sódico 10 mM, alcohol etílico 10*/. a pH 7.S. El estado de 
inmadurez de los eritrocitos fue determinado mediante tinción de 
frotis de sangre extraída diariamente con azul brillante de 
cresilo 1% (p/v), en alcohol etílico 70*/«. A los diez días de
tratamiento con fenilhidrazina la proporción de reticuloci tos en 
sangre fue de alrededor del 70-80*/.. En ese momento los pollos se 
sacrificaron, recogiéndose la sangre sobre tampón SSC (citrato 
sódico E5 mM, tris-HCl 10 mM, NaCl 0.14 M pH 7.1) en un baño de 
hielo.

7) EXTRACCION DE HISTONAS MARCADAS RADIACTIVAMENTE CON
C=HD ACETATO SODICO.

La sangre de los pollos tratados con fenilhidrazina
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(obtenida como se describe en el apartado anterior) fue 
centrifugada a 500xg durante 10 min» lavándose 2 veces con el 
míismo tampón. El segmento celular se resuspendió en medio Swim’s 
S— 77 a pH 7.2 a una concentración aproximada de 3x10° 
ctélulas/ml, se incubó con 20 mCi de C3H3 acetato sódico» 
manteniéndose en agitación suave durante 30 min a 37 °C. Tras 
este periodo, las células recogidas por centrifugación a 500xg, 
l'O min, se resuspendieron en medio Swim’s suplementado con 
butirato sódico 10 mM, a una concentración de 1x10® células/ml, 
manteniéndose en agitación suave durante 1 h a 37 °C. Las 
histonas marcadas se obtuvieron según el procedimiento descrito 
en el apartado 8.1, suplementándose todos los medios con 10 mM 
de butirato sódico a fin de evitar la desacetilación de las 
mismas. La actividad especifica de las histonas fue de 3x10*» 
dpm/mg, observándose incorporación de radiactividad
exclusivamente sobre las histonas del "core" nucleosomal (fig. 
1 ) .

8) OBTENCION DE HISTONAS.

Se han obtenido en el presente trabajo histonas de 
eritrocito totales (en cuya mezcla existe H1 y H5) o del "core" 
nucleosomal, así como histonas de levadura según los 
procedimientos que se describen a continuación.



H1 
H 5

Figura 1.- Electroforesis de 25 Hg de histonas de eritrocito de pollo? larcadas in vivo con PHlacetato 
sódico? en gel de poliacrilaiida-SDS. A) Tinción del gel con azul Cooiassie; B) Flurografía del 
lisio gel.
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B.I.- Extracción de histonas de eritrocito.

Las histonas de eritrocito se obtuvieron según el método 
descrito por Weintraub et al_. (1975). Para ello, sangre de 
pollos recién sacrificados se recogió sobre un volumen igual de 
tampón isotónico SSC (citrato sódico 15 mM, NaCl 0.1¿t M, 
tris-HCl 10 mM pH 7.1) en baño de hielo.

Las células fueron separadas del plasma por centrifugación 
a 500xg durante 10 min, lavándose éstas posteriormente E veces 
con el mismo medio. El sedimento final se resuspendió en ^ 
volúmenes de tampón de lisis celular formado por NaCl 10 mM, 
MgCl*» 5 mM, tris-HCl 10 mM y tritón X-100 0.5% (v/v) a pH 7.¿t, 
manteniéndose en agitación suave durante 90 min a *+ °C.

Los núcleos liberados por la lisis de la membrana celular 
fueron recogidos por centrifugación a lOOOxg durante 10 min. El 
sedimento nuclear fue lavado sucesivas veces en el mismo medio 
hasta obtener un sobrenadante claro. Los núcleos sedimentados se 
resuspendieron en 4- volúmenes de HC1 0.E5 M, manteniéndose en 
agitación durante 1 noche a °C, centrifugándose después a 
EO'OOOxg durante 15 min. El sobrenadante se recogió y el 
secdimento se resuspendió de nuevo en HC1 0.E5 M, manteniéndose 
en’ agitación durante h. Tras centrifugar en las condiciones 
amteriormente descritas, los dos sobrenadantes se reunieron y se 
fi ltraron a través de filtros de fibra de vidrio Whatman GF/F.

Las histonas en el filtrado se precipitaron con 8 volúmenes
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de acetona a —20 °C, toda una noche» se recuperaron por
centrifugación a 3000xq durante 10 min y» tras lavar el 
sedimento 3 veces con acetona» fueron secadas finalmente a 
vac ío.

Para la obtención de las histonas del "core" nucleosomal, 
se extrajeron previamente las histonas H1 y H5 con ácido
perclórico. Para ello, los núcleos obtenidos tras el lisado 
celular, se resuspendieron en 3 volúmenes de ácido perclórico 
0.74 M, y después de agitar vigorosamente durante 15 min, la 
suspensión se centrifugó a 9000xq por espacio de 10 min. Las 
histonas H1 y H5 se extrajeron de la cromatina quedando en la 
fracción del sobrenadante, mientras que en el sedimento
permanecieron las histonas del "core" nucleosomal. Finalmente, 
tras lavar el sedimento con el mismo medio, las histonas fueron 
obtenidas mediante extracción con HC1 0.25 M y posterior 
precipitación con acetona tal como se ha descrito anteriormente.

B.2.- Extracción de histonas de levadura.

La obtención de histonas de levadura se llevó a cabo 
siguiendo el procedimiento descrito por Sommer (197B).

Para ello, la levadura prensada de la marca Hércules se 
lavó dos veces en un tampón hipotónico formado por tris-HCl 25
mM, MgSo*. 10 mM, EDTA 0.5 mM, Na HS03 40 mM, PMSF 1 mM pH 7.4,
recogiéndose las células en cada lavado por centrifugación a
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'3000xq durante 5 min. El sedimento final se resuspendió 
fposteriormente en el mismo medio a razón de 1.2 g de células /mi 
(de medio, y se introdujo en una botella que contenía perlas de 
vidrio de 0.45-0.60 mm de diámetro» en una proporción de 10 a 1 
respecto al peso de levadura. La mezcla se agitó verticalmente
durante 2 min a 4- °C, siendo la amplitud de cada oscilación de
aproximadamente 50 cm, y el contenido de la botella se filtró a 
través de una gasa de 200 F de tamaño de poro a fin de separar 
las perlas de vidrio. El filtrado se centrifugó a 12000xq 20 
min, apareciendo en el sedimento dos capas, de las cuales la 
inferior, de color blanquecino, estaba formada fundamentalmente 
por membranas y células sin romper, y la superior, de color más 
oscuro, contenía la mayor parte de la cromatina. Esta última 
capa se recogió con ayuda de una espátula, se lavó dos veces con
el mismo tampón y posteriormente se volvió a lavar otras dos
veces más con un medio que contenía sacarosa 0.3 M y tritón 
X-100 0.5*/. disueltos en el tampón hipotónico. Tras centrifugar 
esta suspensión a 27000xq 30 min, la cromatina se resuspendió en 
el mismo tampón y se depositó sobre 3 volúmenes de una solución 
de sacarosa 1.7 M en tampón hipotónico, centrifugándose 
finalmente a 30000xg durante 30 min. El sedimento, así obtenido, 
se lavó dos veces con tampón hipotónico y otras dos veces con 
una mezcla de alcohol etílico 88VÍ y HC1 10 mh, recogiéndose la 
cromatina purificada en estos lavados a 12000xq, 15 min.

Las histonas se obtuvieron mediante extracción ácida de la 
cromatina tal y como se describe en el apartado 8.1.

El grado de pureza de las histonas se determinó mediante
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electroforesis en gel de po1iacri lamida en presencia de SDS, en 
las condiciones descritas en el apartado 14.1

9) OBTENCION DE HMG’s.

9.1.- HMG de eritrocito.

Las HMG de eritrocito se obtuvieron a partir de núcleos de
eritrocito por extracción con ácido perclórico» según el método
descrito por Nicolás y Goodwin (1982). La suspensión de núcleos
obtenida como se detalla en el apartado 8.1» se llevó a 0.74 M
en ácido perclórico y se centrifugó a 9000xg durante 10 min. El
sobrenadante se recogió, guardándose en frío, y el sedimento se
extrajo de nuevo con dicho ácido. A los dos sobrenadantes
reunidos se les añadió TCA hasta el 2% de concentración final y
se agitaron vigorosamente para permitir la precipi tación
completa de las LMG (Low Mobility Group). La suspensión se
centrifugó a 9000xq durante 10 min y el sobrenadante se llevó a
una concentración 10 mM en S-mercaptoetano1. Posteriormente se
añadieron 0.5 mi de NH^QH al 25% (v/v) para llevar la solución a
un pH aproximado de 10, y seguidamente 3 volúmenes de acetona
fría. Las HMG precipitadas se recogieron por centrifugación a
9000xq por espacio de 10 min, se lavaron dos veces con acetona

#acidificada (6 volúmenes de acetona para 1 volúmen de HC1 0.1
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M ) ,, tres veces más con acetona y fueron finalmente secadas a 
vacío. Las HMG fueron fraccionadas posteriormente mediante 
cromatografía de intercambio catiónico en CM-Sephadex G-25. Para 
ello la fracción de HMG obtenida se disolvió en tampón borato 
sódlico 75 mM, NaCl 0.1 M pH B.B y se aplicó en una columna de 
2.** x 70 cm de CM-Sephadex equilibrada previamente en el mismo 
tampón. Tras lavar la columna con 300 mi de tampón, las 
proteínas se eluyeron con 2 1 de un gradiente continuo de NaCl 
0.1-0.75 M en tampón borato sódico a un flujo de 45 ml/h. Las 
fracciones recogidas se dializaron frente a alcohol etílico 60*/* 
(v/v), HC1 10 mM y se precipitaron con 6 volúmenes de acetona. 
Los precipitados se lavaron posteriormente dos veces con acetona 
acificada, tres veces con acetona y se secaron finalmente a 
vac í o .

9.2.- HMG de levadura.

La extracción de HMG de levadura se realizó siguiendo el 
procedimiento descrito por Weber e Isemberg (1980). La 
cromatina, obtenida según se describe en el apartado 8.2, se 
resuspendió en 3 volúmenes de tampón tris-HCl 1 mM, NaCl 75 mM, 
EDTA 25 mM, PM5F 0.7 mM pH 7.5 y se centrifugó a 9000xg durante 
10 min. Esta operación se repitió una vez más y el sedimento 
final se resuspendió, con ayuda de un homogeneizador 
Potter-Elvehjem, en 2 volúmenes de tampón tris-HCl 1 mM, NaCl
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0.35 M, PMSF 0.7 mM, pH 7.0. La suspensión se mantuvo en 
agitación suave 1 h, centrifugándose a continuación a 9000xg 
durante 10 min. El sobrenadante se recogió y el sedimento se 
resuspendió de nuevo en 1 volúmen del mismo tampón» 
manteniéndose en agitación durante 30 min, y centrifugándose 
posteriormente. Los dos sobrenadantes se reunieron, añadiéndose 
TCA hasta el S% y se procedió del mismo modo a como se describe 
en el apartado anterior.

10) ENSAYOS DE ACTIVIDAD ENZIMATICA HD.

La cuantificación de la actividad histona desacetilasa se 
llevó a cabo mediante extracción de los grupos acetilo liberados 
por la acción del enzima con acetato de etilo, según el 
procedimiento descrito por Cousens et al.. (1979).

La incubación se realizó con 100 Fl de las fracciones 
enzimáticas en presencia de 80 Fg de histonas marcadas 
radiactivamente (1E0000 dpm totales) obtenidas como se describe 
en el apartado 7, en un volúmen final de 110 Fl» siendo el 
tiempo y la temperatura de incubación de 1 h y 33 °C 
respectivamente. Las condiciones óptimas del ensayo en cuanto a 
pH, fuerza iónica y concentración de sustrato fueron las 
descritas previamente por Sánchez del Pino (1987). Tras el 
período de incubación la reacción se paró llevando la mezcla a 
una concentración final de HCL 0.35 M y ácido acético 0.1 M
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mediante la adición de una solución concentrada. Posteriormente 
se añadió a la mezcla 700 Hl de acetato de etilo, agitándose 
vigorosamente en un vortex, dejándose en reposo 10 min. Después 
de centrifugar a 3000xg durante 5 min, se recogieron 500 Fl de 
la fase orgánica superior y se introdujeron en viales 
conteniendo 10 mi de cocktail de centelleo líquido Normascint 
22.

11) OBTENCION DE MQNONUCLEOSOMAS Y OLIGONUCLEOSOMAS POR 
DIGESTION CON NUCLEASA DE MICR0C0C0.

Los mononucleosomas y oligonucleosomas fueron obtenidos a 
partir de núcleos de eritrocito según el método descrito por 
Simpson (1978) basado a su vez en el de Whitlock y Simpson 
(1976), con algunas modificaciones.

Los núcleos de eritrocito marcados radiactivamente o no, 
obtenidos como se describe en el apartado 8.1, fueron 
resuspendidos en tampón de digestión formado por sacarosa 0.25 
M, tris-HCl 10 mM, CaCls 1 mM pH 8.0 a razón de 1.25xl0*3’ 
núcleos/ml y adicionándose posteriormente 300 unidades de 
nucleasa de micrococo por mi de medio. La suspensión se incubó a 
37 °C en agitación suave durante 30 min, para la obtención 
posterior de mononucleosomas, o durante 10 min si se deseaban 
obtener o 1igonucleosomas. Tras el período de incubación 
correspondiente la reacción se paró, adicionando a la mezcla
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EDTA hasta una concentración final de EO mM. Los núcleos 
digeridos se recogieron por centrifugación a 3000xg durante 15 
min, lisándose con EDTA 0.E5 mM pH 7.0, y se dializaron frente a 
esta solución durante una noche. La suspensión fue 
posteriormente centrifugada a lOOOOxg durante 10 min. El 
sobrenadante fue aplicado en las condiciones descritas en el 
apartado en una columna de ultrogel AcA3^, equilibrada en
tampón B (pág. 65), 35 mM en NH,eXl , a fin de separar los
mononucleosomas y o 1igonucleosomas de las posibles histonas y 
o 1igonucleótidos liberados durante la digestión con nucleasa de 
mi crococo.

Las fracciones que contenían los nucleosomas se recogieron 
y concentraron en una célula de ultrafi 1 tración a través de 
membrana de 30000 MWCo, utilizándose de este modo como sustrato 
de los enzimas HAT o HD.

A fin de determinar la integridad de los nucleosomas tras 
la incubación con los enzimas, se depositó la mezcla de reacción 
con HAT o HD (apartados 5 y 9 respectivamente) sobre un 
gradiente de sacarosa del 5 al 30*/. (p/v) disuelto en tris-HCl E5 
mM, EDTA 1 mM pH 8.0, centrifugándose a £5000 rpm durante 15 
horas en un rotor basculante Beckman SW 55.E Ti. El tamaño del 
DNA de las fracciones del gradiente se determinó según el 
procedimiento descrito en los siguientes apartados.
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1S) EXTRACCION DE DNA.

Las muestras digeridas con nucleasa de microccco u 
obttenidas por ultracentrifugación en gradiente de sacarosa 
(apiartado 11), fueron llevadas a concentraciones finales de SDS 
17. <(p/v> y EDTA 10 m M , digiriéndose con proteinasa K (100 Hg/ml) 
dur.-ante 1 noche a temperatura ambiente. Tras este período las
muestras se desproteinizaron por adición de 1 volúmen de fenol,
segiuido de agitación vigorosa y centrifugación a lEOOOxg durante 
10 rmin. Posteriormente se recogió la fase acuosa, en la que se 
enciuentra el DNA y se repitió este tratamiento hasta que no 
apaireció ningún material en la interfase. La fase acuosa final 
fue» extraída con fenol-cloroformo-alcohol isoamílico (25:24:1, 
v/v'/v) y finalmente con cloroformo-alcohol isoamílico (24:1»
v/v') .

Tras la extracción, la muestra fue “llevada hasta una 
comcentrac i ón final de 100 mM en NaCl y se precipitó el DNA con 
2 v/olúmenes de alcohol etílico absoluto o 0.6 volúmenes de
alcohol isopropílico manteniéndose a -20 °C durante al menos 2 
h. El DNA precipitado fue recogido por centrifugación a 12000xg 
por- espacio de 15 min, se lavó con alcohol etílico 707. (v/v)
secándose finalmente a vacio.
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13) ELECTROFORESIS EN AGAROSA.

A fin de determinar el tamaño de DNA de los mononucleosomas 
y oligonucleosomas obtenidos en el apartado 11» fueron 
realizadas electroforesis en agarosa según el método descrito 
por Maniatis et al_. (1982). Se utilizaron para ello geles de 
agarosa de 1.8% (p/v) en tampón TBE (tris 89 mM, ácido bórico 89 
mli, EDTA 2 mM pH 8.3) y de dimensiones 15 x 10 x 0.5 cm. Las 
electroforesis se realizaron con el gel sumergido en el mismo 
tampón a 4 °C y 100 V durante 3-4 h.

Las muestras de DNA obtenidas como se describe en el
apartado anterior, se disolvieron en tampón TBE suplementado con
glicerol 5*/. (v/v), azul de bromofenol 0.05% <p/v) y xilencianol 
0.05% (p/v) usando como patrón de pesos moleculares una muestra 
del plásmido pBR 322 digerida con el enzima de restricción Hpall 
(fragmentos de 622, 527, 404, 309, 242 y 160 p b ).

Los geles se tiñeron con bromuro de etidio a 1 Fg/ml 
disuelto en TBE durante 30 min, destiñéndose posteriormente en 
TBE durante otros 30 min más. Para fotografiar los geles se 
utilizó un transiluminador ultravioleta a 300 nm y una cámara 
Polaroid MP4 cargada con negativos Agfapan 200 profesional de 9
x 12 cm a través de un filtro ultravioleta convencional y un
filtro Kodak Wratten núm. 22.



88

1A) ELECTROFORESIS Y TRATAMIENTO FLUOROGR AFICO DE LAS
HISTONAS.

El estudio de las histonas marcadas por las HAT con C1-X^C3 
acetil CoA o de las C3H3 acetilhistonas desacetiladas por las 
HD» se realizó mediante separación de las proteínas por
electroforesis en geles de poliacri lamida en presencia de SDS
(Lammly, 1970) o en presencia de tritón X-100-ácido acético 
-urea (Alfageme et al.1975) y posterior análisis fluorográfico 
de los geles (Laskey y Mills» 1975).

El mareaje de las histonas con los enzimas HAT se realizó 
en presencia de 0.1 FCi de C1-1<VC3 acetil CoA e incubando la 
mezcla durante 15 min a 37 °C» mientras que las C3H3
acetilhistonas se incubaron con la HD a 32 °C durante 1 h. Tras 
el periodo de incubación correspondiente las proteínas fueron 
precipitadas por adición de TCA hasta una concentración del 25%.

En el caso de la incubación con mononucleosomas u
o 1igonucleosomas, previamente a la precipitación con TCA las
histonas fueron extraídas con HC1 0.25 M, dejándose la
suspensión en frío una noche, y centrifugándose finalmente a 
12000xq 15 min. Al sobrenadante así obtenido se le adicionó TCA 
hasta la mencionada concentración.

Las histonas precipitadas fueron lavadas dos veces con TCA
25%, dos veces con acetona-HCl <70:1, v/v), dos veces más con
acetona, secándose finalmente a vacío.



89

14.1.- Electroforesis en gel de poliacrilamida-SDS.

En este método el gel consta de dos capas de composición 
diferente; el gel inferior o separador» formado por acrilamida 
al 15*/. (p/v), b isacr i lamida 0.4*/. (p/v), tris-HCl 0.4 M, SDS 0.1% 
(p/v), persulfato amónico 0.1% (p/v) y TEMED 0.2% (v/v), pH 8.B, 
y el gel superior o concentrador compuesto por acrilamida 5% 
(p/v), bisacri lamida 0.2% (p/v), tris-HCl 0.125 M, SDS 0.1%
(p/v), persulfato amónico 0.1% (p/v) y TEMED 0.2% (v/v) a pH
6.8.

Las muestras se disolvieron en tampón tris-HCl 60 mM, SDS 
3% (p/v) y glicerol 10% (v/v), 2-mercaptoetano1 4% (v/v) y azul
de bromofenol 0.01% (p/v) pH 6.8, realizándose la electroforesis 
en una solución de tris 25 mM, SDS 0.1% (p/v) y glicina 0.2 M a 
32 mA, durante 7 h para geles de 15 x 15 cm y 1 mm de espesor.

La tinción de los geles se llevó a cabo con azul Coomassie 
R-250 0.1% (p/v) en metano 1 46% (v/v) y ácido acético 8% (v/v)
durante 4 h, y fueron desteñidas posteriormente con una mezcla 
de ácido acético 5% (v/v) y metanol 20% (v/v).
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14.2.- Electrof oresis en gel de po 1 iacr i lamida-TAU.

En este tipo de electroforesis el gel inferior está formado 
porr acrilamida 12% (p/v), bisacri lamida 0.08% (p/v), persulfato
amóónico 0.1% (p/v), TEMED 0.5% (v/v), ácido acético 5% (v/v),
triiton X-100 0.45% (v/v) y urea 8 M, mientras que la composición 
dell gel superior es acrilamida 7.5% (p/v), bisacri lamida 0.05%
(p//v), persulfato amónico 0.25% (p/v), TEMED 0.5% (v/v), ácido
acéético 5% (v/v), tritón X-100 0.45% (v/v) y urea 8 M. El tamaño 
dell gel fue de 25 x 15 cm y de 1 mm de espesor.

El gel de poliacri lamida se sometió a preelectroforesis en 
áciido acético 5% (v/v) para eliminar el exceso de TEMED y 
perrsulfato amónico a 200 V hasta que no se observó variación en 
el miliamperaje que atraviesa el gel. Posteriormente se 
apllicaron 200 Fl de 2-mercaptoeti lamina 1 M a cada pocilio y se 
reaalizó una segunda preelectroforesis durante 45 min a 140 V 
parra eliminar la presencia de radicales libres.

Las muestras se disolvieron en ácido acético 5% (v/v), urea 
4 M, 2-mercaptoetano1 4% (v/v) y pironina 0.01% (p/v),
resal izándose la electroforesis a 230 V durante 20 h. Los geles 
se • tiñeron con azul Coomassie y se destiñeron posteriormente en 
lass condiciones descritas en el apartado anterior.

Más tarde los geles fueron fotografiados usando un 
traansilumindor y una cámara Polaroid MP4 cargada con negativos 
Agffapam 200 profesional de 9 x 12 cm.
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l¿t.3.- Tratamiento f luorográf ico de las histonas
marcadas.

Los geles desteñidos como se detalla en el apartado 
anterior se sumergieron durante 30 min en Amplify, secándose a 
continuación sobre papel Whatman núm. 3 a vacío en un secador de 
geles LKB por espacio de ^5 min. Los geles ya secos se pusieron 
en contacto con películas autorradiográficas Hiperfilm MP y se 
desarrollaron las fluorográfías a -B0 °C en oscuridad durante 
periodos comprendidos entre 1 y 4 semanas» dependiendo de la 
radiactividad presente en los geles. Finalmente las placas 
fotográficas se revelaron con revelador Kodak D-19 durante 15 
min a SO °C.

La marca incorporada a las histonas se cuantificó mediante 
análisis de la película por un analizador de imágenes IBAS S000 
de Kontron, determinándose la densidad óptica integrada (D.O.I.) 
de las mismas» uniformándose este valor respecto a la cantidad 
presente de cada histona en el gel teñido con azul Coomassie.
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15) TECNICAS ANALITICAS.

15.1.- Valoración de DNA.

Para la valoración del DNA se utilizó el procedimiento 
espectrofluorimétrico descrito para levadura por Szent-Giorgi e 
Isemberg (19B3) basado a su vez en el de Labarca y Paigen 
(1980). Este método no posee interferencias debidas a la 
presencia de RNA en los extractos.

El ensayo fue realizado mezclando 3 mi de tampón NaCl £ M, 
EDTA E mM» fosfato sódico 50 mM, pH 7.4» con 15 Hl de una
disolución de bisbenzimidazol O.E mg/ml en agua y añadiendo 40
Hl de las muestras a valorar. La fluorescencia producida se 
midió a 458 nm con rendija de 4 nm en un espectrofluorímetro 
Perkin-Elmer MPH 44B» excitando la muestra a 356 nm y con
rendija de excitación de 10 nm. La curva patrón en la que se 
interpolan los valores de fluorescencia de las muestras se 
realizó con DNA de testículo de salmón entre 1 y E5 Hg/ml.

15.E.- Valoración de proteinas.

La valoración de proteínas se realizó utilizando el 
reactivo azul de bromofenol según el método descrito por Flores
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(197B).
La disolución de azul de bromofenol se preparó disolviendo 

75 mg de azul de bromofenol en 25 mi de ácido acético glacial y 
añadiendo 150 mi de alcohol etílico 95%, completándose con agua 
destilada hasta 1 1. Dicha solución permanece estable durante al 
menos 1 seman.a, conservada en oscuridad.

El ensayo se realizó adicionando a 300 Hl de las muestras a 
valorar, 2.7 mi del reactivo azul de bromofenol, agitándose 
vigorosamente de inmediato y midiéndose la absorbancia a 610 nm. 
La coloración? obtenida permanece estable durante al menos B h. 
Para obtener tuna curva patrón se utilizó BSA al 0.1%, ajustada 
espectrof otormétr icamente considerando, según Bradford (1976), un 
valor de € ° ‘1Víee»o nm de 0.66. En el intervalo de medida de 0 a 
80 Hg se interpolaron los valores de absorbancia de las muestras 
de proteínas.
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Para poder conocer que función o funciones se pueden 
atribuiir realmente a la acetilación de las histonas en los 
organismos eucarióticos es recomendable realizar previamente un 
estudio, que hasta el momento es fragmentario y confuso, sobre 
la totalidad de los enzimas responsables de la acetilación y 
desaceti lación de las histonas in vi.vo. La purificación parcial 
de estos enzimas permitirá, además, disponer de unas 
herramientas eficaces para poder resolver objetivos posteriores.

1) PROCEDIMIENTOS DE LISIS CELULAR.

Como paso inicial para intentar determinar la presencia de 
los diferentes isoenzimas HAT en Saccharomyces cerevisiae es 
preciso determinar el procedimiento de lisis celular que rinda 
una actividad enzimática total máxima, procurando además emplear 
métodos que permitan confiar en la recuperación de la totalidad 
de los enzimas HAT y HD presentes en levadura.

Se han utilizado para este fin, tal como se describe en el 
apartado £ de materiales y métodos, tres procedimientos de lisis 
celular: la rotura mediante agitación con perlas de vidrio de
las células de levadura, la lisis en tampón hipotónico de 
protoplastos obtenidos por digestión de la pared celular con 
Novozym y la rotura de los núcleos obtenidos a partir de 
protoplastos formados por digestión con
(2— glucuronidasa-ar i lsulf atasa , determinándose en cada caso la



Tabla II.- Actividad enzitática total por g de levadura» obtenida por diferentes procediaientos de lisis celular. Los
valores representan la aedia de tres ensayos independientes.

E X T R A C T O  I : 
A G I T A C I O N  C O N  
P E R L A S  D E  V I D R I O

E X T R A C T O  II : 
P R O T O P L A S T O S

II. 1.- S I N  S O N I C A C I O N
I I . 2.- S O N I C A C I O N  A  

125 W, 4 x 3 0  s

E X T R A C T O  I I I  : 
N U C L E O S

3 3 3D P M  T O T A L  (x10 ) D P M  B L A N C O  (x10 ) D P M  E N Z I M A T I C O  (x10 ) % A C T I V I D A D
/ g  c é l u l a s  / g  c é l u l a s  / g  c é l u l a s  R E S P E C T O  A

(2.98 ± 0 . 1 3 ) (1.86 ± 0 -11) ( 1 . 1 2 ±  0.24) 3 . 2

( 2 7 . 7 8  i  O .90) 

( 4 0 . 3 8  ± 0 . 2 4 )

( 6 . 4 4 ±  0.45) 

( 5 . 5 7 ±  0 . 19)

(2 1 . 3 4  ± 1.35) 

(34.81 ± 0 . 4 3 )

61 .3 

100 .0

O B T E N I D A  
L A  M A X I M A

III.1 .- C O N  F I C O L L  1 8 %  ( 1 . 4 3 ±  0.2 3 )  ( 0 . 8 4 ± 0 . 1 4 )  ( 0 . 5 9 ± 0 . 3 7 )  1.7
III. 2 .- C O N  T A M P O N  NB  ( 3 . 6 5 ± 0 . 1 9 )  (1.11 ± 0 . 1 5 )  ( 2 . 5 4 ± 0 . 3 3 )  7.3
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actiividad enzimática total obtenida por gramo de levadura. 
Tambbién se ha estudiado el efecto de la sonicación de los 
proltoplastos lisados sobre el rendimiento enzimático (tabla II).

Para la obtención de núcleos a partir de protoplastos se ha 
utilizado |2-g lucuronidasa-ar i lsulf atasa , ya que por este 
proocedimiento los núcleos obtenidos poseen una mayor estabilidad 
que? los que se obtienen por tratamiento con Novozym. En la 
pur: ificación de los núcleos se han utilizado dos procedimientos 
al teernativos: el descrito por Lohr y Ide (1977), utilizando 
Ficcoll 16*/. para la lisis de los protoplastos, y el descrito por 
Nelison y Alonso (1986), que utilizan tritón X-100 al 0.8% para 
so llubi 1 i zar la membrana plasmática (tampón NB).Este último 
proocedimiento es el que conduce a un rendimiento nuclear
supoer ior.

El procedimiento por el que se obtuvo una mayor actividad 
enziimática total fue el de lisis de los protoplastos en tampón 
hipootónico (tabla II). De los extractos obtenidos de esta forma 
(IIÍ-1 y II-2), el que fue posteriormente sonicado posee casi un 
40%'. más de actividad respecto al extracto no sonicado. En los 
casaos en los que se realiza una purificación previa de los
núcileos, el rendimiento enzimático es sensiblemente menor, de un 
7.33% mediante lisis de los protoplastos en tampón NB, e 
infferior, sólo un 1.7%, empleando en ésta el Ficoll al 18%.

El método más apropiado por tanto para la obtención de la 
acttividad enzimática total seria la lisis de los protoplastos
c o m  posterior sonicación en el que, además, a diferencia de los 
proDcedimientos con purificación previa de los núcleos, no se



97

excluye del extracto los posibles enzimas citoplasmáticos» 
pudiendo estar por tanto presentes todos los isoenzimas de 
levadura.

2) OBTENCION DE ACTIVIDADES ENZIMATICAS CRUDAS HAT.

Han sido descritos distintos procedimientos para la 
obtención de actividades HAT en distintos organismos 
eucarióticos. Algunos autores han sugerido» sin embargo» que 
determinados métodos» especialmente aquellos en los que los 
extractos enzimáticos se someten a fuerzas iónicas o 
concentraciones proteicas elevadas» producen la pérdida de una 
importante fracción de dicha actividad (Hiegand y Brutlag» 19B1; 
Wiktorowicz y Bonner, 19B2; Travis et a^.» 19B^). Por ello» en 
el presente trabajo se han probado diversos procedimientos para 
determinar en cual de ellos se obtiene una mayor actividad total 
HAT. Pese a esto» se han utilizado en posteriores etapas de 
purificación aquellas fracciones obtenidas por los distintos 
métodos en los que existe actividad enzimática» eludiendo de 
este modo la posibilidad de que en el procedimiento con mayor 
rendimiento no sea extraído» o sea desnaturalizado 
irreversiblemente, alguno(s) de los isoenzimas HAT presentes en 
levadura.
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2.1.- Precipi tación con acetona.

El procedimiento de precipitación con acetona a -20 °C, fue 
descrito por Vidali et al_. (1972)» para la obtención de la 
actividad histona desacetilasa (HD) de timo de ternera. En 
nuestro estudio, los resultados de la precipitación de la 
actividad de HAT de levadura indican que este procedimiento 
conduce a la desnaturalización irreversible de las histona 
acetiltransferasas, por lo que se ha descartado su utilización 
como agente precipitante de estos enzimas en levadura.

2.2.- Precipitación con (NH«. >e.S0*. y fraccionamiento 
con distintos porcentajes de saturación.

Los resultados de precipitación de la actividad enzimática 
HAT con el 90V» de saturación de (NH*.)eSD*. y de cuantificación de 
la cantidad de DNA, mediante determinación espectrofluorimétrica 
con bisbenzimidazo1, y de RNA, determinado por
espectrofotometría a 260 nm, se resume en la tabla III. En dicha 
tabla podemos observar que la precipi tación con sulfato amónico 
conduce a un aumento importante de la actividad total HAT 
respecto a la del extracto inicial. Ello sería debido 
posiblemente a la eliminación de algún inhibidor endógeno de los 
enzimas durante esta etapa de purificación. Diversos autores han



Tabla III.- Precipitación de la actividad histona acetiltransferasa con (NHJgSO* al 90X de saturación. Los valores
representan la sedia de tres ensayos independientes.

e x t r a c t o  c r u d o

P R E C I P I T A C I O N  C O N  
(NH4 ) 2 S ° 4

A C T I V I D A D  E N Z I M A T I C A  T O T A L  C  D N A  }  Q  R N A  ]  m g  D N A  T O T A L  m g  R N A  T O T A L
3(d p m  (x10 ) / g  c é l u l a s )  (^,g/ml) (mg/ml) / g  c é l u l a s  / g  c é l u l a s

( 1 4 . 6 2 Í  1 .19) . 371 7 . 1 9  1 .64 31 .79

( 6 8 . 4 6 +  0.97) 181 3 . 5 5  0 . 5 3  1 0 . 3 7
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sugerido que este inhibidor podría ser fragmentos pequeños de 
DNA, los cuales, mediante interacciones con las histonas, harían 
a éstas inaccesibles a las aceti 1transferasas (Cano y Pestaña» 
1976; Wong, 19B0; Kelner y Me Carty, 19B4). En nuestro caso la 
cuantificaeión de DNA y RNA indica una importante reducción, 
casi un 70*/. respecto al inicial, lo cual podría estar de acuerdo 
con el incremento observado en la actividad HAT total.

Por otro lado, a fin de determinar con qué porcentaje de 
saturación en (NH<*)eS0í. se recoge una máxima actividad HAT, se 
han precipitado fracciones de protoplastos sonicados con 30, 50, 
70 y 90*/. de saturación en esta sal (tabla IV). Los resultados 
presentados indican que con un 50% en sulfato amónico ya se 
recupera casi el 80% de la actividad obtenida con el 90% de 
saturación, aunque aumenta en este segundo caso en un 110% la 
cantidad de DNA existente respecto al primero. Sin embargo, es 
importante señalar que el valor de actividad HAT con el 90% de 
saturación estaría posiblemente infravalorado respecto a los 
demás puesto que en éste existe una proporción mayor de DNA y 
RNA. Por esta razón, y ya que nuestro objetivo es intentar 
detectar todas las posibles actividades HAT presentes en 
levadura, hemos preferido optar por el 90% de saturación en 
(NHt. )sS0¿», lo que nos garantiza una precipitación casi 
cuantitativa de las proteínas, incluyendo por tanto a todos los 
isoenzimas HAT presentes en el extracto.



Tabla IV.- Fraccionamiento de la actividad histona acetiltransferasa con diferentes porcentajes de saturación de
(NIUeSQ*. Los valores representan la aedia de tres ensayos independientes.

A C T I V I D A D  E N Z I M A T I C A  T O T A L  C  DNAl)
( d p m  (x10 ) / g  c é l u l a s ) (^g/ml)

C  RNÁ 1
(mg/ml)

m g  D N A  T O T A L  
/ g  c é l u l a s

mg RNA TOTAL
/g células

E X T R A C T O  C R U D O (8 .92 t 1.03) 5 1 3 3 . 9 2 9 . 6 0 7 3 . 3 2

P R E C I P I T A C I O N  C O N  
30% (NH4 ) 2S 0 4 ( 8 . 8 7  ± 0 . 8 9 ) 64 1 . 2 2 0.21 3 . 8 4

P R E C I P I T A C I O N  C O N  
5 0 %  (NH4 ) 2 S 0 4 ( 7 7 . 5 0  ±  7.52) 358 8 . 9 3 1 .43 3 5 . 7 0

P R E C I P I T A C I O N  C O N  
70% (NH4 ) 2 S 0 4 ( 9 0 . 9 5 ±  3.57) 5 59 7. 5 3 2 . 8 2 3 8 . 0 5

P R E C I P I T A C I O N  C O N  
9 0 %  (NH4 ) 2S 0 4 ( 9 9 . 6 6  í 1.59) 581 8 . 0 7 3 . 0 2 41 .96
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2.3.- Precipitación diferencial con el 10 y 207. de
PEG.

Belikoff et al_. (1980) y Garcea y Alberts (19B0) han 
utilizado la precipitación con po1ietiléng1 ico 1 (PEG) de 
extractos crudos, con objeto de obtener actividades HAT en timo 
de ternera y hepatoma de rata respectivamente. Concretamente, 
precipitan con un 107. de PEG en presencia de NaCl 2 M, 
desechando el precipitado que contiene mayor itariámente los 
ácidos nucleicos. Posteriormente adicionan al sobrenadante PEG
hasta el 207», para recoger en el sedimento final la actividad
HAT.

En levadura, nuestros resultados indican que la actividad 
enzimática se encuentra principalmente en el precipitado con el 
107. (tabla V) , quizás debido a que en esta fracción se halla 
casi el 807. del DNA del extracto crudo y que las HAT presentan 
posiblemente afinidad por estos ácidos nucleicos. En el 
precipitado del 207., de cualquier modo, existe también una 
apreciable actividad aceti 1transferasa, lo cual nos conducirá 
posteriormente al estudio de los isoenzimas presentes en ambos
extractos.



E X T R A C T O  C R U D O

10% D E  P E G

20% D E  P E G

Tabla V.- Precipitación diferencial de la actividad histona acetiltransferasa con el 10 y BOX de polietilénglicol. Los
valores representan la aedia de tres ensayos independientes.

A C T I V I D A D  E N Z I M A T I C A  T O T A L  C  D N A 3  Ü R N A j  m g  D N A  T O T A L3(dpm (x10 )/g c é l u l a s )  (ytg/ml) (mg/ml) / g  c é l u l a s )

( 3 9 . 8 6  ±  4 . 6 1 )  6 6 2  1 4 . 9 2  3 . 8 7

(211 . 7 6 ±  7.98) 1 2 1 7  2 . 0 4  3.01

(1 5 . 8 8 ±  5.92) 170 1 .17 0 . 5 8

mg RNA TOTAL
/g células

8 6 . 8 7

5 . 0 4

3 . 9 6
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2.¿t.- U1 tracentrifugación en presencia de NaCl.

Algunos autores han observado que en aquellos procesos en 
los que los enzimas se aislan usando tampones de fuerza iónica 
elevada» el rendimiento de extracción es en general muy bajo 
<Wiktorowicz y Bonner, 1982; Wiegand y Brutlag, 1981).

Con objeto de determinar en levadura la mínima 
concentración salina necesaria para extraer una máxima actividad 
enzimática total» evitando de este modo» en lo posible» la 
exposición de la actividad HAT a fuerzas iónicas elevadas» se ha 
utilizado en dicha extracción concentraciones de NaCl de 0.5, 
0.75, 1 y 2 M sobre una fracción de protoplastos no sonicados. 
La actividad HAT de los sobrenadantes obtenidos tras 
u 1tracentrifugar estas fracciones a 105000xg, 1 h , se incluyen
en la tabla VI. En esta tabla podemos observar que a una 
concentración de 0.5 M de NaCl ya se obtiene prácticamente el 
máximo de actividad enzimática. Además, tanto en la extracción 
con 0.5 M como en la de 0.75 M de NaCl, se obtienen 
concentraciones de DNA muy bajas. Por tanto no se estaría 
infravalorando la actividad enzimática HAT extraída con 0.75 M 
de NaCl, respecto a la obtenida con 0.5 M debida a una distinta 
inhibición por el DNA. Así pues no se utilizaran concentraciones 
de NaCl superiores a 0.5 M para la extracción de las actividades 
HAT. Por otra parte, a fuerzas iónicas superiores, 1 y 2 M en 
NaCl, la actividad total disminuye respecto a la que existe a 
0.5 M. Esto podría indicar que a esas concentraciones de sal se



E X T R A C T O  C R U D O

0 . 5 0  M  e n  N a C l

0 . 7 5  M  e n  N a C l

1.00 M  e n  N a C l

2 . 0 0  M  e n  N a C l

Tabla VI.- Actividad histona acetiltransferasa en el sobrenadante de las ultracentrifugaciones a 105000xg, 1 h en 
presencia de concentraciones de NaCl variables. Los valores representan la aedia de tres ensayos 
independientes.

A C T I V I D A D  E N Z I M A T I C A  T O T A L  £  D N A  ]  C E N A D
3( d p m  (x10 ) / g  c é l u l a s )  (^g/ml) (mg/ml|

m g  D N A  T O T A L  
/ g  c é l u l a s

mg RNA TOTAL
/g células

( 7 8 . 1 3 +  11 .02) 2 25 68.0 15 . 0 0 4 5 3 . 3 3

( 3 2 0 . 0 6 ±  16.13) 18 37.1 0 . 1 3 2 6 5 . 8 8

( 3 2 9 . 1 7  +  2 2.58) 32 4 5 . 2 0 . 2 3 3 2 3 . 9 3

( 3 1 4 . 8 3 +  12.90) 36 4 4 . 7 0 . 2 6 3 2 0 . 3 5

( 1 7 7 . 6 6 ±  15.68) 5 0 2 3 . 8 0 . 3 6 1 7 0 . 5 7
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estaría produciendo parcialmente la inactivación irreversible de 
dichos enzimas.

De los procedimientos de extracción utilizados en este 
apartado» en los que se obtiene una actividad enzimática 
apreciable» y que posteriormente serán estudiados con objeto de 
determinar los isoenzimas presentes» son: la precipitación con
(NHí*)eSQ*. al 90% de saturación» la precipitación diferencial con 
10 y 20% PEG y la ultracentrifugación en presencia de NaCl 0.5 
M. De entre ellos» éste último es el que posee un mayor
rendimiento» si bien se debe tener en cuenta que es posible que 
los tres procedimientos conduzcan a la obtención de distintas 
HAT. Este efecto se produce» por ejemplo» en el caso de hígado 
de rata en el que usan estos procedimientos de extracción y en
los que se observa la existencia de actividades HAT distintas
entre sí (ver tabla I). Por tanto» puesto que nuestro objetivo 
es intentar determinar las actividades HAT presentes en 
levadura» utilizaremos» en posteriores etapas de purificación» 
los cuatro extractos obtenidos anteriormente.

Es importante señalar por otro lado» que en estos
procedimientos se observa una mayor actividad enzimática total 
respecto a la medida en el extracto crudo inicial. Por ello» 
será necesario eliminar el inhibidor» posiblemente DNA y RNA» 
para poder así cuantificar la actividad HAT real» no inhibida 
por los ácidos nucleicos del extracto.
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3) PURIFICACION DE HAT MEDIANTE CROMATOGRAFIAS DE 
ADSORCION, INTERCAMBIO IONICO Y AFINIDAD.

A fin, esencialmente, de eliminar los ácidos nucleicos de 
los extractos enziméticos, se han probado diversos tipos de 
cromatografías en las condiciones descritas en el apartado de 
materiales y métodos.

En este estudio se ha utilizado una fracción enzimática 
obtenida por precipitación con sulfato amónico, que constituye 
un procedimiento de extracción usado por diversos autores para 
aislar las aceti 1transferasas en distintos organismos
eucariotas. Además, esta fracción posee una proporción elevada 
de ácidos nucleicos que podrán ser cuantificados tras las 
cromatograf ías.

3.1.- Cromatografía de adsorción en hidroxiapatito.

El uso de este tipo de cromatografía se basa en que los 
ácidos nucleicos son, en general, más fuertemente retenidos en 
la columna de hidroxiapatito que las proteínas, por lo que se 
podría separar los enzimas HAT del DNA presente en el extracto.

En levadura, a pesar de que la actividad enzimática es 
retenida en la columna, la elución de las proteínas con un 
gradiente continuo de fosfato sódico 0-0.6 M se realiza junto a
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una elevada proporción de ácidos nucleicos. Esto se debería 
probablemente a que en levadura existe una elevada proporción de 
RNA, como se muestra por ejemplo en la tabla IV. A esta 
desventaja se suma el hecho de que la cromatografía debe 
realizarse a unos 1E °C para evitar la precipitación del fosfato 
en el interior de la columna. Durante la cromatografía esta 
temperatura favorece en gran medida la acción de las proteasas 
preisentes en los extractos crudos, que en levadura son 
especialmente abundantes, lo cual reduce sensiblemente el 
remdimiento de obtención de los enzimas HAT.

Estos dos inconvenientes desaconsejan utilizar la 
cromatografía en hidroxiapatito para el estudio de las 
act ividades histona aceti 1transferasa en levadura.

3.E.- Cromatografía de intercambio catiónico en 
CM— Sepharose CL-6B.

Este tipo de cromatografía ha sido utilizado con objeto de 
que1 al poseer cargas negativas, el DNA y RNA presentes, no 
quedarían retenidos en la columna, mientras que los enzimas 
podlrian serlo si poseyesen dominios de carga neta positiva, 
separrando de este modo ambas especies. En nuestro caso la 
aplicación se realizó a pH 7.0, eluyéndose las proteínas 
retemidas con un gradiente de pH 7.0-9.5, tal como se describe 
en e]l apartado ¿*.E.l de materiales y métodos. Tras ajustar el pH
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de las fracciones recogidas» se cuantificó la actividad HAT de 
las mismas» observándose que» en las condiciones descritas» la 
actividad aceti 1transferasa de levadura no queda retenida en 
dicha columna. Estos resultados están en desacuerdo con los 
obtenidos por Travis et a¿. (19BA), ya que la actividad obtenida 
por estos autores en levadura si es retenida en columnas de 
Bio-Rex 70» eluyendo a pH 9.0 a una fuerza iónica de £60 mM en 
NaCl. Esta diferencia podría ser debida a que estos autores 
utilizan una fracción enzimática previamente purificada» 
mientras que en nuestros ensayos se aplican extractos más o 
menos crudos. Posiblemente la actividad aceti 1transferasa pueda 
no quedar retenida» por coeluir con la fracción de ácidos 
nucleicos debido a su afinidad por éstos.

3.3.- Cromatografía de intercambio aniónico en 
DEAE-Sepharose.

En este tipo de cromatografías» los ácidos nucleicos quedan 
retenidos más fuertemente» por las cargas positivas del gel» que 
las proteínas. Mediante un fraccionamiento se podría pues 
separar la actividad HAT del DNA y RNA existentes. Para ello» se 
aplicó una fracción precipitada con (NHí.)eSCU al 90V* de 
saturación, en una columna 3x18 cm de DEAE-Sepharose, en las 
condiciones descritas en el apartado 4.2.E de materiales y 
métodos. Los resultados de la elución de la columna con une



Tabla VII.-

E X T R A C T O  C R U D O

P R E C I P I T A C I O N  C O N  
(NH4 )2S 0 4 A L  9 0%

E L U C I O N  C O N  0 . 3 5  M  D E
N H  C l  E N  D E A E - S E P H A R O S E  4

Actividad histona acetiltransferasa en la fracción enzinática croiatografiada en coluana de DEAE-Sepharose 
(l.B x 15 cr) eluída con NfUCl 0.35 H en taupón B. Los valores representan la ledia de tres ensayos 
independientes.

A C T I V I D A D  E N Z I M A T I C A  T O T A L  C . D N A D  C  R N A ! ]  m g  D N A  T O T A L  m g  R N A  T O T A L
3(d p m  (x10 ) / g  c é l u l a s )  (^jg/ml) (mg/ml) / g  c é l u l a s  / g  c é l u l a s

( 1 7 . 2 7  i  2 0 15) 4 6 5  8 . 9 5  2 . 4 3  4 6 . 7 8

( 8 0 . 9 1 ± 1 . 1 2 )  2 2 7  4 . 4 7  0 . 7 9  1 7 . 6 8

(201 . 3 6 ±  3.27) 18 0 . 3 2  0 . 1 4  2 . 4 3
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fuerrza iónica 0.35 M en NH<X1 (tabla VII), ponen de manifiesto 
que en esta cromatografía se puede eliminar el 92% del DNA y el 
02% del RNA presentes en el extracto. En el lavado existe 
tamtbién una incorporación de radiactividad importante, aunque, 
comeo posteriormente se comprobará, se trata de una actividad 
acetti 1transferasa no específica para histonas.

La actividad HAT en el eluído es casi 2.5 veces superior a 
la edel precipitado con sulfato amónico, y más de 11 veces mayor 
que la del extracto crudo. Ya que en ambas etapas de 
purificación se reduce drásticamente la cantidad de DNA y RNA, 
esteos resultados estarían de acuerdo con la hipótesis del 
posiible efecto inhibidor de los ácidos nucleicos sobre la 
actrividad HAT.

3.^.- Cromatografía de afinidad en DNA-celulosa.

Algunos autores (Belikoff et al., 1900; Bohm et al., 1900; 
Estcepa y Pestaña, 1903) han utilizado cromatografías en 
DNA^-celulosa para la separación y purificación de actividades 
HAT' de diversos organismos eucarióticos. El DNA y RNA no son 
retienidos en esta cromatografía, eluyendo en la fracción del 
lav/ado.

Para determinar si este efecto se produce también en 
lev/adura, se aplicó una fracción proteica (obtenida por 
prec ip i tac ión con < NH*.) ESG<.) en una columna 1x0 cm de
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DNA-celulosa de doble cadena (materiales y métodos* apartado 
A.3). Los resultados indican que la actividad HAT no parece 
tener, en las condiciones descritas, afinidad por el DNA puesto 
que es recuperada junto con los ácidos nucleicos en el lavado de 
la columna. Estos resultados son similares a los descritos por 
Travis et al.(198^), en los que la actividad enzimática aislada 
de cromatina de levadura tampoco es retenida en este tipo de 
cromatografía.

De este apartado se puede concluir que, de todos los tipos
de cromatografías estudiados, la realizada en DEAE-Sepharose es
en la que mejores resultados se obtienen, tanto en la
eliminación de los ácidos nucleicos presentes, como en la
retención de la actividad histona aceti 1transferasa. Por todo 
ello se utilizará fundamentalmente esta cromatografía para el 
análisis de las actividades isoenzimáticas HAT presentes en 
ií®£Ebaromyces cerevisae.

4) DETERMINACION DE LAS CONDICIONES DE ENSAYO Y DE 
OBTENCION DEL MAXIMO DE ACTIVIDAD HAT EN LA CURVA DE
CRECIMIENTO.

Se han realizado estudios para conocer el pH, temperatura y 
tiempo más apropiados para los ensayos enzimáticos, así como la 
influencia de la concentración salina en el tampón de incubación

♦íltiv’
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sobre la actividad histona aceti 1transferasa. Se ha utilizado» 
en estos estudios» una fracción enzimática obtenida por elución 
con NH*.C1 0.35 M de una columna de DEAE-Sepharose a la que se 
había aplicado una fracción proteica precipitada con (NH*.) eSD*.. 
Asimismo se ha estudiado la influencia que ejercen el pH y la 
fuerza iónica sobre la acetilación química» con el fin de 
establecer las condiciones más apropiadas para eliminar la 
incidencia de ésta en los ensayos de actividad enzimática.

Finalmente» se ha determinado el tiempo de cultivo de la 
levadura al cual se obtiene un máximo de actividad total histona 
acet i 1transferasa.

4.1.- Determinación de las condiciones de ensayo.

4.1.1.- Variación de la actividad HAT con el pH.

Para determinar el pH óptimo de incubación se estabilizaron 
alícuotas de la fracción enzimática, mediante cromatografía en 
Sephadex G-25, a pH comprendidos entre 7.0 y 9.1. La figura E 
muestra los resultados de los ensayos de actividad HAT de los 
eluídos de estas columnas. En dicha figura se puede observar un 
pH óptimo de incubación entre 7.3 y 7.6, cuando se realizan los 
ensayos a 37 °C. Hay que indicar, sin embargo, que el pH del 
tampón tris-HCl posee una acusada dependencia con la
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Figura £.- Variación de la actividad histona acetiltransferasa de levadura en función del pH. Los valores 
representan la aedia de tres ensayos independientes realizados a 37 °C, durante 20 ein.
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temperatura, y que el valor obtenido a 37 °C se corresponde con 
un pH entre 7.8 y 8.0 a 4 °C. Por tanto, el pH a que se eluyeron 
las columnas de DEAE-Sepharose correspondientes, para obtener 
los enzimas en las condiciones óptimas de ensayos, será de 7.9 
(ver apartado 5.2 de materiales y métodos).

Un pH óptimo cercano al neutro, como el indicado para la 
actividad HAT de levadura, concuerda con lo observado por Wong y 
Patton (1985) para la aceti 1transferasa nuclear de timo de 
ternera, a la que parece inhibir tanto la presencia de cationes 
como de aniones. Según estos autores, esto podría sugerir que 
los sitios de interacción del centro activo con los sustratos 
deben poseer cargas positivas y cargas negativas, lo cual 
responde, seguramente, al carácter básico de las histonas y a la 
presencia en el aceti 1 CoA de tres cargas negativas a pH neutro.

El valor de pH óptimo en levadura es similar al descrito 
para la actividad HAT obtenida en hígado de cerdo (Kelner y Me 
Carty, 1984) y en hígado de rata (Wiktorowicz y Bonner, 19B2),
siendo superior el encontrado para esta actividad en Artemia 
§§IÍD§ (Cano y Pestaña, 1979) y en Drgsoph i.l_ a melanooaster 
(Wiegand y Brutlag, 1981), ambos con valores alrededor de B.5.

4.1.2.- Variación de la actividad enzimática con la 
temperatura de incubación.

En la figura 3 se representan los resultados obtenidos de



dpm

1.4

1.0

O'

0.4

0.2

40 4432 3628

Finura 3.- Efecto de la temperatura de incubación sobre la actividad histona acetiltransferasa de levadura.
io o) actividad total; (• •/actividad enzimática; (a .a) controles (fracciones
enzimáticas calentadas a 70 °C durante 10 min). Cada valor representa la media de tres ensayos 
independientes incubados a pH 7.9, durante 20 min.
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actividad HAT en función de la temperatura a la que se realiza 
el ensayo. Asimismo en dicha figura se ha representado la 
incorporación de radiactividad en los controles* en los que la 
actividad enzimática es inactivada a 70 °C durante 10 min* en 
función de la temperatura. De esta gráfica se desprende que la 
temperatura óptima para los ensayos de actividad es de alrededor 
de 37 °C. Este valor es sensiblemente superior al observado por 
Travis et al.. (1984), que describen una temperatura óptima de 25 
°C para la HAT obtenida a partir de cromatina de levadura 
comercial prensada.

4.1.3.- Tiempo de incubación.

La cuantificación de la actividad enzimática frente al 
tiempo de incubación de los ensayos se realizó como se describe 
en el apartado 5.1 de materiales y métodos* incubando la mezcla 
durante 5, 10, 20, 30, 45, 60 y 75 min respectivamente (fig. 4). 
En base a los resultados representados en esta gráfica, el 
tiempo elegido como el más apropiado para la incubación es de 20 
min, puesto que a tiempos superiores la incorporación de 
radiactividad no excede del 10% de la incorporación durante este 
t iempo .

Por tanto, los ensayos de actividad HAT que se describen 
más adelante, se llevan a cabo según el procedimiento indicado 
en el apartado 5.1 de materiales y métodos, a un pH de 7.9
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Figura k.~ Variación de la actividad histona acetiltransferasa de levadura con el tieapo de incubación. Cada 
valor representa la tedia de tres ensayos independientes aedidos a 37 °C y pH 7.9.
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(medido a ^ °C) y a 37 °C durante 20 min.

¿+.I.A.- Concentración de NrUCl en el medio de
incubación.

La actividad HAT se purifica, parcialmente» mediante 
cromatografía en DEAE-Sepharose, eluyéndose de la misma con 
distintas concentraciones de cloruro amónico (apartado ¿».2.2 de 
materiales y métodos). Para conocer la posible influencia de 
esta sal sobre la actividad aceti 1transferasa, se ha llevado una 
fracción enzimática a concentraciones de NhUCl variables, entre 
0 y 600 mM, midiéndose posteriormente la actividad HAT (figura 
5). Los valores de actividad enzimática se obtienen restando a 
la incorporación radiactiva total, la correspondiente a los 
controles previamente calentados a 70 °C durante 10 min. La 
actividad enzimática permanece prácticamente constante hasta una 
concentración de 300 mM, si bien parece existir un ligero máximo 
a una concentración de NH^Cl de 100 mM. A concentraciones de sal 
superiores a 300 mM la actividad enzimática disminuye 
rápidamente. Estos resultados concuerdan con los descritos en 
0L°52EtlíI§ {DEl§D2 9 é§ter (Wiegand y Brutlag, 1981) y en hepatoma 
de rata (Garcea y Alberts, 1980), en los que se obtiene un 
máximo de actividad a una concentración de 100 mM en KC1.

De todos estos resultados podemos concluir que la fuerza 
iónica del medio de incubación no debe superar una concentración
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Figura 5.- Influencia de la concentración de NhUCl sobre la actividad histona acetiltransferasa de levadura.
(o o) actividad total; it •) actividad enziiática; (■. . . •) controles (fracciones
enziaáticas calentadas a 70 °Ci durante 10 ain). Cada valor representa la ledia de tres ensayos 
independientes.
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de 300 mM en NHL.C1.

4.2.- Acetilación química de histonas.

En los ensayos realizados en el apartado 4.1 se ha podido 
comprobar (como se observa en la fig. 5) que la incorporación de 
radiactividad en los controles» en los que las fracciones 
enzimáticas se inactivan a 70 °C durante 10 min» aumenta
considerablemente a fuerzas iónicas bajas. Algunos autores (Paik 
et al..» 1970; Delpech et ai.» 1983) han sugerido que esta 
incorporación sería el resultado de una acetilación química de 
las histonas por el aceti 1 CoA, usado como sustrato en los
ensayos de actividad. A fin de atenuar» en los ensayos 
enzimáticos» la incorporación de radiactividad debida a la 
acetilación química» se han realizado estudios para determinar 
los parámetros que inciden sobre esta incorporación.

4.2.I.- Influencia de la concentración de NhUCl.

Uno de los parámetros que más parecen influir en la
acetilación química de las histonas es la fuerza iónica. En la
figura 6 se observa que esta incorporación disminuye rápidamente 
al aumentar la concentración de NhUCl del medio» siendo» a
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Figura Influencia de la concentración de NH*C1 sobre la acetilación quíaica de las histonas. Los valores 
representan la aedia de tres resultados independientes.
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valores superiores a 100 mM, inferior a un £5% de la producida 
en avusencia de sal.. Este comportamiento se ha observado 
igualmente si en lugar de utilizar NH^Cl se emplean otras sales 
como NeCl o KN03 .

Podemos concluir en base a estos resultados que, 
independientemente del tipo de sal, a fuerzas iónicas superiores 
a 100 imM la acetilación química se reduce de forma considerable.

Basándonos en los resultados obtenidos en el apartado 4.1.4 
y en el presente, podemos deducir que la fuerza iónica más 
apropiada para los ensayos de actividad enzimática es de 
alrededor de 100 mM en NH^Cl. A esta concentración la actividad 
HAT parece poseer un máximo valor (fig. 5) y la acetilación 
química (fig. 6) lo que constituye menos del 1£% de la 
incorporación total de radiactividad sobre las histonas (fig.5).

4.E.E.- Influencia del pH.

La acetilación química también parece depender 
considerablemente del pH al que se realiza la incubación de las
histonas con el Cl-l<*-CD acetil CoA. En le figura 7 se puede
determinar que el pH en el que existe un máximo de
incorporación, tanto en presencia de 50 mM de NHíXI como en su 
ausencia, se sitúa en valores entre B.l y B.4. Paik et al_.
(19705, usando un tampón g 1icina-NaOH, observaron que el máximo
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Figura 7.- Influencia del pH sobre la acetilación quíiica de las histonas. Los ensayos se realizaron por 
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de acetilación química se realiza a un pH de alrededor de 10. 
Sin embargo» estos mismos autores han señalado que la glicina 
parece interferir en sus resultados, puesto que compite con las 
histonas por el acetil CoA.

4.3.- Determinación del máximo de actividad HAT en la 
curva de crecimiento de levadura.

Con objeto de determinar en que momento de la curva de 
cultivo de levadura se obtiene una actividad HAT máxima, se 
aplicaron a 3 1 de medio líquido, 10 g de células de un cultivo 
previo mantenido en fase estacionaria de crecimiento durante 65 
h. Posteriormente se fueron sacando alícuotas a diferentes 
tiempos, midiéndose en cada una de ellas la actividad enzimática 
total tras cromatografiar los extractos precipitados con sulfato 
amónico en columnas (1.8x15 cm) de DEAE-Sepharose. Asimismo se 
cuantificó espectrofluorimétricamente la cantidad de DNA en los 
extractos crudos, con objeto de hacer comparativos los 
resultados de actividad enzimática total (fig. 8).

En dicha figura se observa que en fase exponencial temprana 
de cultivo la actividad HAT va aumentando respecto a la del 
inóculo inicial, siendo casi dos veces superior a la actividad 
de éste, hacia los 60 min de cultivo. Durante el resto de la 
fase exponencial la actividad continúa aumentando hasta alcanzar 
un valor máximo, unas tres veces superior a la del inóculo, en
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Figura 8.* Actividad total histona acetiltransferasa en función del tieipo de cultivo de levadura. Histograaa: 
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fase estacionaria temprana» hacia los 300 min de cultivo. 
Posteriormente, dicha actividad va decayendo durante la fase 
estacionaria, alcanzando un 50% del valor máximo a los 1500 min 
de cultivo.

Es interesante señalar que la elevada actividad HAT 
observada durante la fase exponencial, respecto a la fase 
estacionaria, estaría de acuerdo con los resultados obtenidos 
por Nelson (1981), en los que . las histonas en esta fase parecen 
encontrarse en un estado altamente acetilado. Esto podría a su 
vez estar relacionado con la elevada tasa de transcripción que 
existe en levadura durante esta fase (Lohr y Ide, 1979).

De todos estos resultados podemos concluir que el máximo de 
actividad enzimática histona acetiltransferasa se encuentra 
entre el final de fase exponencial y principio de fase 
estacionaria, que en un experimento como el descrito se sitúa 
alrededor de los 300 min del cultivo de levadura.

5) SEPARACION DE ACTIVIDADES ENZIMATICAS HAT DE UN EXTRACTO 
PROTEICO PRECIPITADO CON SULFATO AMONICO.

Con objeto de observar la presencia de posibles isoenzimas 
en un extracto proteico de levadura, obtenido por precipitación 
con (NH^)sS0^ al 90% de saturación, se ha utilizado una 
cromatografía en DEAE-Sepharose, eluída con un gradiente 
continuo de fuerza iónica 0.01—0.35 M en NH*.C1 (fig. 9). En esta
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Figura 9.- Cromatografía en columna de DEAE-Sepharose CL-6B (3 x 18 cu), del extracto proteico precipitado con ( NMeSO* 
al 90X de saturación. La figura muestra el resultado de un experimento con 32 g de células. El lavado de la 
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gradiente de NtUCl 0.01-0.35 H de 1200 al en tampón B» conteniendo 8 al por fracción. El flujo fue de 60 
al/h.(# a) Aguo? (o o ) actividad enzimática; t .) gradiente de NH«C1.
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gráfica se puede observar» ordenados por su elución de la 
columna» en primer lugar» la existencia de una importante 
actividad acetiltransferasa que es recogida en las fracciones 
del lavado de la columna (fracciones 5 a 15). En el gradiente de 
NH<*C1 aparecen hasta tres picos de actividad enzimática a los
que se ha denominado como HAT A» HAT BI y HAT BII. El primer
pico eluye de la columna a una fuerza iónica correspondiente a 
una concentración aproximada de 0.1E M en NH^Cl» mientras que 
los otros dos» no totalmente separados entre sí, eluyen a 
fuerzas iónicas de alrededor de O.S y 0.25 M en la sal, 
respect ivamente.

En el presente apartado se realizará un estudio de cada uno 
de los picos de actividad observados en la cromatografía, 
incluido el pico de la fracción que no es retenida en la misma.

5.1.- Actividad acetiltransferasa no retenida en 
DEAE-Sepharose.

Como se puede observar en la figura 9, existe una
importante actividad aceti 1transferasa que eluye en el lavado de 
la cromatografía en DEAE-Sepharose. Una posible explicación para 
la aparición de esta actividad sería que la capacidad de
retención de la columna pudiera encontrarse saturada por la 
elevada cantidad de proteínas existente en el extracto, 
coeluyendo por esa razón parte de la actividad HAT con el
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lavado. Para comprobar este extremo se recogieron las fracciones 
con actividad enzimática señaladas en la figura 9, se 
recromatografiaron en otra columna de DEAE-Sepharose y se 
eluyeron las proteínas retenidas con una fuerza iónica 0.35 M en 
NH¿*C1 . Los resultados obtenidos indican que la actividad 
aceti 1transferasa se recupera de nuevo en el lavado* no 
existiendo prácticamente actividad enzimática retenida en la 
columna. Por tanto* podemos concluir que la capacidad de la 
columna parece ser suficiente para retener la totalidad de la 
actividad HAT presente en el extracto.

A fin de determinar si esta actividad acetiltransferasa 
posee carga neta positiva a pH 7.9* siendo esta la causa de que 
no sea retenida en la columna de DEAE-Sepharose, las fracciones 
enziméticas recogidas en el lavado se dializaron frente a tampón 
B, a pH 7.0 y se aplicaron en una columna de CM-Sepharose en las 
condiciones descritas en el apartado 6.S.1 de materiales y 
métodos. Los resultados de la elución de la columna indican que 
la actividad acetiltransferasa tampoco es retenida en este tip-o 
de cromatografía, recogiéndose por tanto en la fracción del 
lavado. Una posible explicación de que esta actividad no sea 
retenida en ninguna de las dos cromatografías podría ser que 
ambas fracciones del lavado contengan material no totalmente 
solubi 1 izado* posiblemente cromatínico, lo cual vendría apoyado 
por el hecho de que estas fracciones presenten un aspecto 
turbio. Esta circunstancia podría explicar, a su vez, la 
capacidad que posee la actividad no retenida de incorporar más 
radiactividad ácido-insoluble en ausencia de histonas exógenas
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que en su presencia» ya que lo que se estaría produciendo sería 
la autoacetilación del material cromatínico no retenido en las 
columnas. Efectivamente» si estas fracciones se ultracentrifugan 
a 105000xg durante 1 h> en presencia de NaCl 0.5 M» la actividad 
acetiltransferasa se recupera en el sobrenadante* como se 
muestra en la tabla VIII. Con objeto de determinar la naturaleza 
del sustrato utilizado por esta actividad enzimática purificada, 
se realizó un estudio fluorográfico de las proteínas marcadas 
por dicha actividad en presencia y ausencia de histonas 
exógenas. Los resultados indican que esta actividad enzimática 
no acetila específicamente a ninguna histona» es decir, no se 
trataría realmente de una actividad HAT* sino de una 
aceti 1transferasa con especificidad sobre proteínas no histonas, 
de peso molecular más elevado que el de las histonas, presentes 
en el extracto.

En base a estos resultados podemos concluir que la 
cromatografía en DEAE-Sepharose retiene a la totalidad de los 
isoenzimas HAT presentes en el extracto precipitado con sulfato 
amónico al 90VÍ de saturación.

5.2.- Actividad enzimática HAT A de DEAE-Sepharose.

Con objeto de poder estudiar la actividad HAT A 
independientemente de las HAT BI y HAT BII Cver figura 9), se 
aplicó en una columna de DEAE-Sepharose un extracto total



Tabla VIII.- Actividad acetiltransferasa no retenida en la cromatografía en DEAE-Sepharose tras ultracentrifugación en
presencia de NaCl 0.5 H. Los valores representan la tedia de tres ensayos independientes.

A C T I V I D A D  E N Z I M A T I C A  (dpm) % D E  A C T I V I D A D

1.- A N T E S  U L T R A C E N T R I F U G A C I O N  A  
l O S O O O x g y  d u r a n t e  1 h

B L A N C O  I N A C T I V A D O  A  70 °C 
d u r a n t e  10 m i n

B L A N C O  S I N  H I S T O N A S

( 1 8 7 7 ±  54)

( 2 1 5 ±  38) 

( 3 1 5 5 ¿  30)

100

12

168

2.- S O B R E N A D A N T E  T R A S  L A  ULTRA- 
C E N T R I F U G A C I O N (2394 i 148) 100

B L A N C O  I N A C T I V A D O  A  70 °C 
d u r a n t e  10 m i n

B L A N C O  S I N  H I S T O N A S

(550 í  13) 

(4250 —  136)

23

178
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obtenido por precipitación con (NH*.)eSO<*» eluyéndose las 
proteínas retenidas con un gradiente continuo de NH<X1 0.01-0.15 
M. En el panel A de la figura 10 se observa la existencia de un 
solo pico de actividad enzimática* que eluye a una fuerza iónica 
aproximada de 0.1E M en NH^Cl. Para determinar la especificidad 
frente a las histonas de eritrocito (fig. 10 B) y las de 
levadura (fig. 10 C) se realizaron barridos mediante 
fluorografías a lo largo de todo el perfil de actividades 
enzimáticas. La marca incorporada a las histonas se cuantificó 
mediante análisis de la película fluorográfica con un analizador 
de imágenes IBAS E000 de Kontron» determinándose en ellas la 
densidad óptica integrada (D.O.I.)* uniformándose ésta respecto 
a la cantidad de histonas presente en el gel de 
po 1 iacr i lamida-^SDS teñido con azul Coomassie.

Tal como se observa en la figura 10 C la acetilación que se 
produce en la histona HEB de levadura parece preceder a la que 
se realiza sobre la histona H3. Así* el máximo de incorporación 
radiactiva sobre la histona HEB se encuentra en la carrera 
electroforética número 4, mientras que el máximo sobre la 
histona H3 se produce posteriormente en la carrera 5. En dicha 
carrera la acetilación sobre la histona HEB se ha reducido en un 
407. respecto a la que se observa para la misma histona en la 
carrera número 4. En relación a la histona H4 de levadura (fig. 
10 C) podemos indicar que la radiactividad incorporada sobre 
ésta parece seguir un comportamiento similar al que se produce 
en la histona HEB* puesto que aumenta su incorporación desde la 
carrera 3 a la 4, disminuyendo posteriormente, de forma paralela
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Figura 10.- Cronatografía en coiutna de DEAE-Sepharose CL-6B (3 x 16 cc) del extracto proteico precipitado con 
( NM eS t k  (30 q de células). La elución se realizó con gradiente de NH*C1 0.01-0.15 tí de 800 il en 
taipón B con un flujo de 50 tl/h? conteniendo 10 il/fracción. A) Elución proteica: (#— — •)
Ae s oí (o o) actividad enzieática; (......) gradiente NH*C1. B) y C) Densidades ópticas
integradas (D.D.l.) con histonas de eritrocito (panel B) y con histonas de levadura (panel Ci.
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a H2B, en la carrera número 5.
Por tanto* este primer pico HAT A parece estar formado 

realmente por al menos dos actividades enzimáticas: la primera» 
a la que denominaremos HAT (sa)AI* acetilaría a la histona H2B 
en levadura y secundariamente a H¿f, mientras que la segunda* 
denominada HAT (sa)AII, acetilaría exclusivamente a H3.

Por otro lado también se ha determinado la especificidad de 
estos enzimas por las histonas de eritrocito ya que se han 
utilizado estas histonas» más fáciles de obtener en estado puro 
que las de levadura» para localizar los picos de actividad HAT 
en los gradientes de NH*£1. La especificidad de los enzimas 
(sa)AI y (sa)AII con histonas de eritrocito (fig. 10 B) presenta 
dos diferencias notables con respecto a la que poseen con 
histonas de levadura. En primer lugar» un aumento considerable 
de la actividad frente a H^* aunque siguiendo el mismo perfil 
que en levadura y, en segundo lugar, sorprendentemente» la 
histona H2A de eritrocito, es marcada en lugar de la histona H2B 
como ocurre con histonas de levadura. En este caso, también el 
perfil de la acetilación sobre H2A de eritrocito coincide con el 
de H2B de levadura. Por tanto el enzima denominado (sa)AI 
acetilaría a las histonas H2B>H¿* de levadura y las histonas 
H¿t>H2A de eritrocito. La razón molecular de que el enzima HAT 
(sa)AI acetile a H2B con histonas homólogas y a H2A con histonas 
de eritrocito no es conocida, aunque un intento de explicación 
sería indicar que la .secuencia de la región N-terminal de la 
histona H2B de levadura es bastante diferente (tan sólo un ¿*0*A 

de homología) de la de los eucariotas superiores (Wu et al̂ . »
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1986), por lo que el enzima podría reconocer preferentemente la 
secuencia de H2A de eritrocito respecto a la de HSB, aunque con 
menor eficiencia que a la histona H2B de levadura.

Pese a las diferencias descritas de especificidad de los 
enzimas frente a histonas de eritrocito y de levadura, existen 
suficientes características comunes como para poder utilizar las 
histonas de eritrocito en los ensayos de actividad enzimática 
durante las etapas de aislamiento de los enzimas HAT.

Se han utilizado diversos procedimientos para intentar 
separar las actividades HAT (sa)AI y HAT <sa)AII. Una de las 
técnicas con mayores posibilidades para la separación de los 
enzimas, es el cromatoenfoque. En este caso se recogió 1 mi de 
cada una de las fracciones con actividad enzimática señaladas en 
la figura 10 A, concentrándose por ul tracentr i’f ugac ión y 
aplicándose en una columna 1x30 cm de po1ielectro 1 ito PBE 94, en 
las condiciones descritas en el apartado 4.5 de materiales y 
métodos. Los resultados de la elución con polibuffer 96, 
presentados en la figura 11, muestran que la actividad 
enzimática permanece aún retenida en la columna a pH inferiores 
a 6.5. Travis et al.. (1984), describen que la actividad 
enzimática aislada de cromatina de levadura, es desnaturalizada 
irreversiblemente a pH inferiores a 6 o superiores a 10. Por 
tanto, y puesto que el punto isoeléctrico de estos enzimas 
parece ser inferior a 6.5, esta cromatografía no puede ser 
utilizada apropiadamente para separar las actividades HAT (sa)AI 
y HAT (sa)AII.

Otro de los procedimientos utilizados para intentar separar
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Figura 11.* Crotatoenfoque de la actividad histona acetiltransferasa A de levadura de la fig. 10 en coluina de
polielectrolito PBE (1 x30 ci)> eluída con taapón polibuffer 96 (pH ¿.0) a 10 §l/h» conteniendo
2.5 tl/.i* • Aseo; (© o) actividad en2i«ática;(n-.-.-.ü) blancos inactivados a 70 °C
durante 10 ein; í. ) gradiente de pH.
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e*stos enzimas, ha sido la cromatografía de exclusión molecular 
en Ultrogel AcA3¿*. Para ello» se recogieron las fracciones con 
auctividad enzimática indicadas en la figura 10 A» se 
concentraron por ultrafi 1 tración y se aplicaron en una columna 
1.8x150 cm de Ultrogel AcA3¿t. La elución proteica y los 
resultados de actividad de las fracciones se presentan en la 
figura 15 A. En esta cromatografía» la actividad HAT A eluye 
también en forma de un pico único* a un volumen de elución 
correspondiente a proteínas con una masa molecular de unos 
160000±50000» indicando que las masas moleculares de ambos 
enzimas son bastante similares.

En la figura 15 B se muestra el resultado de la incubación 
de las fracciones con actividad enzimática» obtenidas en esta 
cromatografía, frente a histonas de levadura y realizando la 
correspondiente fluorografía. Como cabe esperar» las histonas 
acetiladas son HSB>H3>>H¿f» resultante por tanto de la acción 
simultánea de las actividades enzimáticas con especificidad por 
HSB>H¿+ y por H3, respectivamente. Se puede concluir pues que» 
ambos enzimas poseen carácterísticas fisico-químicas muy 
similares, lo que conduce a que su separación presente serias 
dificultades. No siendo el objetivo de nuestro trabajo el 
aislamiento de los enzimas HAT presentes en levadura, sino el 
determinar cuales de ellos se encuentran en dicho organismo, así 
como estudiar sus especificidades, la coelución de ambas 
actividades HAT (sa)AI y HAT (sa)AII en diferentes sistemas 
cromatográfieos, no representa un problema grave. No obstante, 
hay que señalar que el empleo de otros sistemas de separación de
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Figura 12.- Croiatografía en coluima de Ultrogel AcA3h (1.8 x 120 cm) de la actividad histona
acetiltransferasa A obtenida en ia fig. 10. A) Elución proteica con tampón B» 35 mH en NH*C1 a un
flujo de 16 ml/h. (•— — •) A e b o ;- - - - - (o - o) actividad enzimática. B) Electroforesis en
poliacrilamida-SDS de histonas de levadura »arcadas radiactivamente con la actividad HAT de la
cromatografía. 1) Tinción del gel con azul Coomassie; 2) Flurografía del mismo gel.
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actiwidades HAT» utilizados por diversos autores» tales como 
CM—Sepharose, DNA-celulosa e hidroxiapatito, no han resultado 
efecttivos en el caso que nos ocupa.

Cabe señalar que esta gran similitud entre diferentes 
isoemzimas HAT, sólo diferenciables por una pequeña, pero 
aprecciable, variación en su elución en la cromatografía sobre 
DEAE-Sepharose, podría quizás extenderse a otros organismos 
estudiados, en los que es habitual encontrar que los picos de 
actividad HAT actúan sobre las cuatro histonas del "core", 
aunque con diferentes intensidades (ver tabla I).

5.3.- Actividades HAT BI y HAT BII.

Como se ha indicado anteriormente, en la figura 9 se 
observa la presencia de dos picos de actividad enzimática, no 
totalmente separados entre sí, que eluyen a fuerzas iónicas 
superiores a la de HAT A. Para poder confirmar la existencia de 
estas dos actividades, a la vez que lograr una resolución 
superior, se aplicó en una columna de DEAE-Sepharose, un 
extracto proteico precipitado con < NH.̂ ) eSO*., se lavó 
extensivamente la misma con un tampón de fuerza iónica 0.15 M en 
NHt.Cl , con objeto de separar de la columna la actividad HAT A, 
eluyéndose posteriormente las proteínas retenidas con un 
gradiente continuo de NH<*C1 0.15-0.35 M (fig. 13 A). En la
gráfica se observa la presencia de dos actividades enzimáticas,
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Figura 13.- Cromatografía en columna de DEAE-Sepharose CL-6B (3 x 18 c>) del extracto proteico precipitado con 
(NHJpSGí. al 90X de saturación. La fiqura muestra el resultado de un experimento con E5 g de 
células. La columna se lavó con tampón Bt 0.15 M en NH4.CI y se eluyeron las proteínas con 1300 mi 
de gradiente 0.15-0.35 M de NH<£1 en tampón E a un flujo de 50 ml/h? conteniendo 18 #1 cada
fracción. Ai Elución proteicas» -- ») ABbc>; ío oi actividad enzimática; (......) gradiente
de NlwCi. B) Densidad óptica integrada íB.0.1.) de la incorporación radiactiva a las histonas de 
levadura por las fracciones señaladas y separadas por eiectroforesis en gel de pohacriia*ida-SD5.
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denominadas como HAT BI y HAT BII, que eluyen a unas 
concentraciones aproximadas de NH^Cl de 0.20 y 0.25 M, 
respectivamente. Por otro lado» los resultados de especificidad
de las fracciones señaladas en el perfil de actividad» nos
muestran la existencia de dos máximos de incorporación 
radiactiva en la histona H4, que coinciden con los dos picos de 
actividad HAT de la figura 13 A. El primer máximo es el más 
intenso y se encuentra centrado sobre la carrera electroforética 
número 3» mientras que el segundo máximo se localiza sobre la 
número B (fig. 13 B). Podemos observar además que el primer pico 
de actividad» acetila también parcialmente a la histona H3»
aunque con menor intensidad (alrededor del 5%)* que la marca
radiactiva incorporada en la histona H¿*. Por tanto» los datos de 
intensidad óptica integrada indican que el enzima HAT (sa)BI 
acetila preferentemente a la histona H*t» y en menor medida a H3, 
mientras que la HAT (sa)BII acetila exclusivamente a H4. La 
especificidad de los enzimas por las histonas de eritrocito es 
similar a la descrita para levadura» por lo que no se ha 
incluido la gráfica correspondiente de densidades ópticas. 
Debemos indicar que no puede descartarse totalmente la idea de 
que la acetilación sobre la histona H3 pudiera deberse a una 
contaminación minoritaria del enzima HAT (sa)AII» el cual» como 
se.observó en la figura 10 acetila específicamente a esta 
histona. Sin embargo podemos señalar que la fuerza iónica del 
tampón de lavado, 0.15 M en NH^Cl, parece ser suficiente para 
poder eliminar, de la columna de DEAE-Sepharose, un enzima que 
eluye normalmente a una concentración de cloruro amónico de
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0.12 M.
Se ha considerado también la posibilidad de que las dos 

actividades» HAT BI y HAT BII* sean realmente un solo enzima» y 
que aparezcan separados por la presencia de una actividad 
histona desacetilasa que eluiría en la cromatografía a una 
fuerza iónica intermedia entre 0.20 y 0;25 M en NH*.C1. Sin 
embargo» hemos observado que la fuerza iónica a la que eluye la 
HD de levadura, en columnas de DEAE-Sepharose, es de alrededor 
0.20 M en NH^Cl (Sánchez del Pino, 1987), similar a la que eluye 
la HAT BI, no ocurriendo por tanto en la zona del valle entre 
las dos actividades HAT. Además, podemos señalar que la 
capacidad de la HD para desacetilar las histonas, parecer ser 
insuficiente para producir la separación de un solo enzima HAT 
en dos picos de actividad enzimática. En los ensayos enzimáticos 
con la histona desacetilasa» en la zona donde existe el máximo 
de actividad de la misma, se produce una desacetilación del 
sustrato de histonas, marcadas radiactivamente, que en todos los 
casos es inferior al 6% del total y por tanto, sensiblemente 
inferior a la caída de actividad HAT que se observa en la figura 
13 A (de más del 70*/. desde el máximo del enzima HAT (sa)BI y el 
valle entre este enzima y el HAT (sa)BII).

Con objeto de purificar las actividades HAT (sa)BI y HAT 
(sa)BII, para utilizarlas en estudios posteriores, se recogieron 
las fracciones con actividad enzimática señaladas en la figura 
13 A, se concentraron por ultrafi 1 tración y se aplicaron en 
columnas 1.8x120 cm de Ultrogel AcA34 (fig. 14 y 15). Las dos 
actividades se recogen en forma de picos únicos, simétricos, con
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Figura l*t.~ Cromatografía en columna de Ultrogel AcA3^ (1.8 x 120 cm) de la actividad HAT BI obtenida en la 
cromatografía en DEAE-Sepharose de la fig. 13. A) Elución proteica con tampón B, 35 mí! en NHJ)1 a
un flujo de 16 ml/h. (•- -- •) Aeeo? (o o) actividad enzimática. B) Electroforesis en gel de
poliacrilanda-SDS de las histonas de levadura marcadas radiactivamente con la actividad HAT BI de 
la cromatografía. 1) Tinción del gel con azul Coomassie; 2) Fluorografía del mismo gel.
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Figura 15.- Cromatografía en columna de Ultrogel AcA3^ (1.8 x 120 cm) de la actividad HAT BII obtenida en la 
cromatografía en DEAE-Sepharose de la fig. 1A. A) Elución proteica con tampón Bj 35 mh en NH*C1 a
un flujo de 16 ml/h. (•- -- •) A8Bo; (o-----o) actividad enzimática. B) Electroforesis en gel de
poliacrilamida-SDS de las histonas de levadura marcadas radiactivamente con la actividad HAT BII 
de la cromatografía. 1) Tinción del gel con azul Coomassie. 2) Fluorografía del mismo gel.
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volúmenes de elución similares» que corresponden con el de 
proteínas de masa molecular aproximada de 130000±20000. En el 
panel B de las figuras 14 y 15 se muestra la especificidad de 
cada actividad enzimática con histonas de levadura. Tal como se 
presentaba en la figura 13» las actividades HAT (sa)BI y HAT 
(sa)BII parecen acetilar respectivamente a las histonas H4>>H3 y 
a HH4. Debemos señalar que la incorporación de grupos acetilo 
sobre H3 del enzima (sa)BI, no parece pues ser una contaminación 
del (sa)AII» ya que este último posee una masa molecular algo 
mayor y no coeluiría con la HAT <sa)BI» al menos en las 
fracciones del Ultrogel con máxima actividad para este enzima» 
con las que se han realizado las fluorografxas.

5.4.- Especificidad frente a nucleosomas.

Con objeto de conocer si las actividades HAT A (formada por 
(sa)AI y (sa)AII), HAT BI y HAT BII» acetilan a las histonas 
cuando éstas están en forma de nucleosomas» se han incubado 
nucleosomas de eritrocito con estas actividades enzimáticas 
purificadas por cromatografía en Ultrogel AcA34 (ver fig. 12» 
14 y 15). Los resultados obtenidos a partir de las fluorografías 
correspondientes (tabla IX) indican que la HAT A posee 
especificidad por las histonas» en nucleosomas,
H2A ( 69*/.) >>H3 < 18*/«) >H4 ( QV,) >H2B ( 4*/.) , siendo básicamente similar a 
la especificidad que existe con histonas libres (ver fig. 10 B).



Tabla IX.- Especificidad de las actividades HAT A> HAT BI y HAT BII» obtenidas por precipitación con (N H *)e S 0 * y 
separadas por cromatografía en DEAE-Sepharose (fig. 10 y 13) con nudeosoias.

H A T  A  
( (sa) A I  + (sa) AII)

D . O . I . (u.a.) % A C T I V I D A D

H A T  B I  
((sa) BI)

D . O . I .  (u.a.) % A C T I V I D A D

H A T  
( (sa)

D . O . I .  (u.a.)

T O T A L  E N  
N U C L E O S O M A S 3 4 . 7 86 5.4 13 0 . 4

H 3 9 . 7 28 0 . 3

H 2 B 4 . 9 14

H 2 A 18.4 53

H4 2.0 5.1 94 0 . 4

B I I
BII)

% A C T I V I D A D

1

100
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La HAT BI acetila a las historias H4(95.5%) >>H3 (.5*/*) en 
nucleosomas y la HAT BII acetila también a la histona H¿+* aunque 
de forma muy minoritaria» alrededor del 15% de la radiactividad 
incorporada a esta histona por B I . Podemos señalar que si bien 
el tipo de histona que acetila cada enzima respecto a histonas 
libres no varía <fig. 13)» si lo hace la intensidad de la 
incorporación . Esto ocurre especialmente en caso del enzima 
BII» en el que la densidad óptica integrada de la histona H¿t en 
nucleosomas es inferior al 5% de la que se realiza con la 
histona libre. No se puede descartar que la incorporación de 
radiactividad a los nucleosomas por la enzima BII sea 
contaminación del enzima BI en esta actividad. Los resultados de 
especificidad con nucleosomas del enzima HAT BII» indican que el 
mismo podría ser similar al enzima citop1asmático B descrito por 
diversos autores» específico para la histona H4, y que no es 
activo con nucleosomas (Garcea y Alberts» 1980; Wiegand y 
Brutlag, 1981; Yukioka et al_.» 19B4).

Puesto que las HAT parecen acetilar» tanto en forma libre 
como en forma de nucleosomas» a los mismos tipos de histonas* se 
han realizado estudios para descartar la posibilidad de que la 
acetilación se esté produciendo sobre histonas que hubiesen sido 
liberadas de los nucleosomas por degradación de los mismos 
durante la incubación. Para ello se depositaron muestras de 
nucleosomas incubados con las actividades enzimáticas HAT A» HAT 
BI o HAT BII* sobre gradientes de sacarosa 5-30% (p/v),
u 1tracentrifugándose posteriormente a lOOOOOxg durante 15 h. En
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la figura 16 se presenta como ejemplo los resultados de la 
incorporación de radiactividad de las fracciones del gradiente» 
así como la absorbancia a 260 nm de las mismas. Como se observa 
en la gráfica, el pico de radiactividad coincide con el máximo 
de Ae*o» y por tanto con el pico de nucleosomas (fig. 16 B). 
Podemos asimismo señalar que las fluorografías de los
nucleosomas, recogidos del pico de absorbancia en este
experimento, muestran una incorporación de radiactividad sobre 
el mismo tipo de histonas que en los nucleosomas antes de la 
centrifugación. De este modo podemos concluir que los
nucleosomas no parecen ser degradados durante la incubación con 
los enzimas, al menos en las condiciones de ensayo descritas.

De todo este apartado se puede sacar en conclusión que en 
la cromatografía en DEAE-Sepharose, del precipitado proteico con 
sulfato amónico, se observa la existencia de al menos cuatro 
actividades enzimáticas HAT con diferente especificidad frente a 
las histonas, de las cuales tres de ellas CHAT (sa)AI, HAT 
(sa)AII y HAT <sa)BI3 son activos con nucleosomas, mientras que 
el cuarto (HAT (sa)BII) no sería prácticamente activo con ellos, 
siendo posiblemente similar al enzima citoplasmático HAT B
descrito en otros eucariotas. Por otra parte, en esta 
cromatografía en DEAE-Sepharose se retienen la totalidad de los 
enzimas HAT presentes en el extracto proteico precipitado con 
(NH<*)eS0<* al 90*/. de saturación.
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Figura 16.- Líltracentrifugación en gradiente de sacarosa 5-3G*/ a lOOOOGxq» durante 15 h? de nucleososas dE 
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\o o) incorporación radiactiva en las fracciones. B) Electroforesis de agarosa 1.8X del DNA
obtenido de las fracciones señaladas. En la carrera p 5 se ha aplicado un patrón de fragmentos de 
DNA de peso «olecular conocido (obtenido por digestión del fago pBR322 con el en:i«a de 
restricción Hpall).
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6) ELUCION EN DEAE-SEPHAROSE DE LOS PRECIPITADOS CON 10 Y 
soy* DE PEG.

Otro de los procedimientos por el que se obtiene una 
importante actividad HAT en levadura» es la precipitación con el 
10*/», y posteriormente con el 20'/., de po 1 iet i léng 1 ico 1 (ver tabla 
V) .

Algunos autores (Garcea y Alberts» 1980; Wiegand y Brutlag» 
198 1; Wiktorowicz y Bonner» 1982)» han observado que la
utilización de tampones con alta fuerza iónica puede producir 
una disminución importante en la actividad de alguno de los 
isoenzimas histona aceti 1transferasa presentes en los extractos. 
En el caso del sulfato amónico» descrito anteriormente» las 
actividades HAT de levadura se precipitan con un 90% de 
saturación (concentración 3.5 M aproximadamente)» que 
corresponde a una fuerza iónica superior a 10» mientras que en 
la precipitación con PEG» la actividad enzimática no se
encuentra sometida» en ningún caso» a una fuerza iónica mayor de 
3. Por ello, el estudio de los diferentes isoenzimas presentes 
en los precipitados con PEG y su comparación con los que se 
obtienen con (NH*.) eSO*., permitiría conocer si la distinta fuerza
iónica o el tipo de precipitación produce efectivamente la
desnaturalización irreversible de alguno de ellos, lo que
permitiría a su vez, interpretar las discrepancias encontradas
por distintos autores para un mismo sistema biológico (para un 
ejemplo ver tabla I con hígado de rata), en función del
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procedimiento de extracción.

6.1.- Precipitación con el 10'/. de PEB.

Los diferentes autores que utilizan el po1ietiléng1 ico 1 
parra el estudio de las actividades HAT (Garcea y Alberts, 1980; 
BeHikoff et al.» 1980), precipitan sus extractos crudos con un
10'//. de PEB con objeto de eliminar los ácidos nucleicos, usando 
sólo como fuente de enzimas el precipitado proteico con el 20'/. 
de PEB. Sin embargo, en levadura se ha podido determinar la 
existencia de una gran actividad HAT en la fracción precipitada 
com el 10'/. de pol ieti léngl icol - (tabla V). Para analizar los 
enzimas HAT responsables de la actividad se ha cromatografiado, 
eslte . estracto, en una columna de DEAE-Sepharose, en las 
condiciones descritas en el apartado 3.3 de materiales y 
métodos.

Los resultados de actividad enzimética de las fracciones 
del gradiente de NH^Cl, se presentan en la figura 17 A. En esta 
figura podemos observar que aparecen hasta tres picos de 
actividad, que eluyen a fuerzas iónicas de alrededor de 0.12, 
0.20 y 0.25 M en NH<*C1 , respectivamente. A estos picos los hemos 
denominado, al igual que con sulfato amónico, como HAT A, HAT BI 
y HAT BII. Respecto a la especificidad con histonas de levadura 
(fig. 17 C), en el pico de actividad HAT A, los máximos de 
incorporación de radiactividad se localizan en las carreras
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Fiqtura 17.- Cromatografía en columna de DEAE-Sepharose CL-6B íl.B x 15 cm) del extracto proteico 10X en PEB.
La figura muestra el resultado de un experimento con 36 q de células. A) Elución proteica con 750 
mi de un gradiente de NH*C1 (0.01-0.35 ti) en tampón 6) a un flujo de AB ml/hj recogiéndose
fracciones de 7.5 mi. (•- - - • ) AfiBo; (o--- o) actividad enrimática; (......) gradiente de
NtwCl. B) y C) Densidad óptica integrada (D.O.I) de la incorporación radiactiva a las histonas de 
eritrocito (panel B) y a las de levadura (panel C) por las fracciones señaladas y separadas por 
electroforesis en gel de poliacrilamida-SDS.



155

electroforéticas A para las histonas H2B/HA y 6 para H3. La 
acefcilación que se incorpora sobre la histona HA en este primer 
pico sigue un comportamiento paralelo a la que se produce sobre 
H2B» al igual como ocurre en los extractos precipitados con 
(NH*. JcsSOi» (fig. 10 C). Por tanto» en este pico de actividad HAT 
A parecen existir, del mismo modo, dos isoenzimas HAT, el 
primero en eluir CHAT (p-lO)AID acetila a las histonas H2B>HA y, 
posteriormente un segundo enzima CHAT (p-lO)AIID que acetila
exclusivamente a la histona H3. Sin embargo, en el pico de 
actividad HAT BI la especificidad no parece estar tan bien 
determinada como en el pico anterior, ya que la elevada 
actividad del segundo enzima del pico A CHAT (p-lO)AIIl por la 
histona H3, solapa con la de este pico de actividad HAT BI, 
aunque aparentemente la acetilación se produce tanto en HA como 
en H3. Se puede observar que la incorporación de radiactividad 
sobre HA permanece prácticamente constante durante las carreras 
electroforéticas 7, 8 y 9, es decir, a lo largo de todo este
pico HAT BI. Finalmente, la actividad HAT BII parece tener
especificidad exclusiva por la histona HA.

Por otra parte, y en relación con la especificidad por las 
histonas de eritrocito, podemos señalar que los enzimas acetilan 
a los mismos tipos de histonas que con levadura, con la 
excepción hecha del cambio de H2A de eritrocito por la H2B de 
levadura (fig. 17 B) del mismo modo a lo que se observa con la 
precipitación con sulfato amónico (fig. 10 B).

Los enzimas precipitados con PE6 10*/., serían por tanto 
similares a los descritos anteriormente con (NH<*) eSO*., aunque la
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proporción que se obtienen de los enzimas parecen ser distinta 
en los dos procedimientos. Esto ocurre especialmente en el caso 
del enzima HAT AI I, específico para la histona H3, que con el 
10% de PEG se extrae preferentemente (fig. 10 B) .

6.2.- Prec ip i tac ión con 20'/* de PEG.

En la figura IB A se representa la elución de la columna de
DEAE-Sepharose en la que se ha aplicado un extracto proteico
obtenido por precipitación con el 20% de PEG. En el perfil de
actividad aparecen tres picos enzimáticos, que eluyen de la
columna a unas fuerzas iónicas similares a las indicadas para el
(NH^Je SQc. y el PEG 10%» es decir» alrededor de 0.12» 0.20 y 0.25
M en NH<+C1 » respectivamente. A estas actividades las
denominaremos de modo similar a las obtenidas en estos dos casos 
como HAT A, HAT BI y HAT BII. Se puede señalar que la relación 
de actividades entre los picos, es diferente en los tres 
extractos proteicos (ver fig. 9 y 17). Respecto a la
especificidad de las actividades enzimáticas por las histonas 
(fig. IB B y C) podemos indicar que el primer pico HAT A parece 
acetilar exclusivamente a la histona H2B de levadura (H2A en 
caso de histonas de eritrocito), o en todo caso en forma
minoritaria también a HA. Posteriormente, tanto el pico HAT BI
cono el BII, parecen acetilar exclusivamente a la histona HA.
Conparando con las actividades obtenidas por precipitación con
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Figura IB.- Cronatografía en colunns de DEAE-Sepharose CL-óB (l.B x 15 es) del extracto proteico 2GX en PEG.
La figura nuestra el resultado de un expernento con 72 q de células. A) Elución proteica con 1000 
ti de un gradiente de (NUCI (0.01-0.35 H) en taepón B» a un flujo de 46 tl/h, recogiéndose
fracciones de 6.5 *1.  •) Aeeo! i© o) actividad enzitática; gradiente de
NrUCl. Bi y C) Densidad óptica integrada (D.O.I.) de la incorporación radiactiva a las histonas de 
eritrocito (panel B) y a las de levadura (panel C) por las fracciones señaladas y separadas por 
electroforesis en gel de poliacriia«ida-SDS.
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sullfato amónico» estos picos se corresponderían aparentemente 
corn las actividades HAT <sa)AI> HAT (sa)BI y HAT <sa)BII» aunque 
el enzima HAT (p-20)BI no parece acetilar a la histona H3 como
ociurre con el (sa)BI (fig. 13 C). Este efecto podría ser debido
a dos causas: o bien a que» pese a las razones apuntadas en el 
ap<artado 5.3, la acetilación de H3 por parte del enzima HAT 
(sia)BI fuese efectivamente una contaminación de la HAT (sa)AII, 
<e»specífica para esta histona), o a que por el contrario la 
acrtividad enzimética HAT (p-20)BI acetilase también a H3, pero 
quie debido a la gran actividad sobre H4 , el tiempo de exposición 
de? la placa fotográfica fuera insuficiente para la detección de 
lai marca sobre H3. Los resultados obtenidos por precipi tación 
cmn sulfato amónico y po1ietiléng1 ico 1 10%* así como los
observados en caso de ultracentrifugación en presencia de NaCl
0..5 M (apartado 7), parecen sustentar más esta segunda 
afirmación.

6.3.- Especificidad frente a nucleosomas.

En las figuras 17 y 18 se puede observar que, en lo que 
respecta al pico HAT A, las precipitaciones con PEG al 10 y 20%, 
conducen a una recuperación preferente de los enzimas AII y AI, 
respectivamente. Esta circunstancia permite el estudio» de forma 
casi independiente, de la especificidad de estos dos enzimas 
sobre las histonas en forma de nucleosomas. Así, en las tablas
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XI y XII se recogen los resultados obtenidos tras incubar las 
actividades enzimáticas correspondientes a los tres picos 
presentes en las eluciones de los extractos de PEG 10 y £0%, con 
nucleosomas de eritrocito. En la tabla X se puede observar que 
el pico HAT A» correspondiente en este caso mayor itariamente al 
enzima AII, acetila a las cuatro histonas» incluida la H£B, que 
no es marcada por este enzima cuando las histonas de eritrocito 
estén en forma libre. Por su parte, en la tabla XI, el primer 
pico de actividad, correspondiente casi exclusivamente al enzima 
AI, acetila a las histonas H£A y también a H£B, no siendo ésta 
última marcada por este enzima cuando las histonas están libres..

Ya que en el pico HAT A, obtenido con PEG 10*/. (fig. 17) 
existe una pequeña proporción de enzima AI, cabe atribuir a este 
enzima la marca encontrada en las histonas H£A y H£B, por lo que 
se puede concluir que el enzima AI acetila, probablemente, a las 
histonas H3>H4 (cuando éstas están en forma de nucleosomas), y 
que por su parte, el enzima AII lo hace sobre H£A>H£B.

Estas diferencias en la acetilación de las histonas, en 
forma de nucleosomas o en forma libre, no es sorprendente, ya 
que diversos autores (ver tabla I) han observado diferencias 
similares en los enzimas HAT de otros organismos eucariótieos.

Por otro lado, el enzima BI, presente en ambas eluciones, 
al ser incubado con nucleosomas de eritrocito acetila, aunque 
débilmente, las histonas H¿f>H3, en el caso del po 1 iet i léng 1 ico 1 
10'/., o a H¿t en el caso del PEG BOY*. Al igual como ocurre con las 
histonas libres, resulta dificil determinar si la ausencia de 
marcas radiactivas sobre H 3 , en este último caso, obedece a que



Tabla X.- Especificidad de las actividades HAT A» HAT BI y HAT BIIj obtenidas por precipitación con 10X de 
polietilénglicol y separadas por croaatografía en DEAE-Sepharose (fig. 17) con nudeosoias.

H A T  A  
( ( p - 10) A I  + (p-10) AII)

D . O . I .  (u.a.) %A C T I V I D A D

H A T  B I  
((p-10) BI)

D . O . I .  (u.a.) % A C T I V I D A D

H A T
((p-10)

D . O . I . ( u . a . )

T O T A L  E N  
N U C L E O S O M A S 17 9 . 2 95.1 9 . 2 4 . 9

H 3 6 7 . 3 3 7 . 6 2.2 23.9

H 2 B 7 . 5 4 . 2

H 2 A 2 8 . 0 1 5 . 6

H4 76 . 4 4 2 . 6 7.0 76.1

B I I
BII)

% A C T I V I D A D



Tabla II.- Especificidad de las actividades HAT A» HAT BI y HAT BII) obtenidas por precipitación con BOX de 
polietilénglicol y separadas por croaatografía en DEAE-5epharose (fig. 18) con nucleosonas.

H A T  A  
( (p-20) A I  + (p-20) AII)

D . O . I . ( u . a . )  %A C T I V I D A D

H A T  B I  H A T
((p-20) BI) ((p-20)

D . O . I . ( u . a . )  % A C T I V I D A D  D . O . I .  (u.a.)

t o t a l  e n
N U C L E O S O M A S 86 .8 9 5 . 8 3 . 8 4 . 2

H 3

H 2 B 15.0 1 7 . 3

H 2 A 71 .8 8 2 . 7

B I I
BII)

% A C T I V I D A D

H 4 100
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el tiempo de exposición resulta insuficiente para su detección 
o, más bien, a que la acetilación de H3 por parte del pico B I , 
ob-tenido por precipitación con PEG al 10%, pueda ser un efecto 
residual del enzima que le precede en la elución , el AII. Como
ya se ha mencionado anteriormente, los resultados obtenidos con
atros métodos de extracción parecen ser más acordes con la 
primera hipótesis.

Finalmente, el enzima HAT BII no acetila a ninguna histona 
en los nucleosomas, coincidiendo estos resultados con los 
obtenidos con sulfato amónico (apartado 5.4)

Por tanto, en el precipitado con el 10% de PEG están
presentes los cuatro enzimas descritos en el apartado 5 (HAT AI, 
HAT AII, HAT BI y HAT BII), si bien el AII es el que parece 
encontrarse en una proporción mayor. Fn la cromatografía del E0% 
de polietilénglicol existen tan sólo tres enzimas, que en 
función de sus especificidades, serían posiblemente los
descritos como HAT AI, HAT BI y HAT BII, en dicho apartado 5. 
Así pues se estaría extrayendo de forma selectiva los enzimas AI 
y AII con el 10 y el 20% de PEG, respectivamente. Por otra 
parte, estos resultados constituyen una prueba de la existencia 
independiente de los enzimas específicos para la histona H2B y
la H3 . Es importante señalar que hasta el momento nunca habían 
sido descritas actividades enzimáticas HAT que acetilasen 
exclusivamente a H2B. En el caso de la HAT específica para H3,
sólo ha sido descrita recientemente otra actividad similar, que 
únicamente actúa sobre nucleosomas, en embriones de Pi.5um
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sati.wum (Sendra et a¿., 1986).
En caso de confirmarse en otros organismos la presencia de 

enzirmas HAT específicos para cada tipo de histonas» se podría 
suge.'rir que las distintas funciones atribuidas a la acetilación 
de las histonas tuviera su base molecular» no sólo en los sitios 
de aicetilación de las mismas (Chicoine et a_l. » 1986), sino
también en el tipo de histona acetilada, pudiendo estar 
reguiladas, por tanto, estas funciones, mediante el control de 
los enzimas correspondientes.

7.- ULTRACENTRIFUGACION EN PRESENCIA DE NaCl 0.5 N.

7.1.- Actividades enzimáticas eluidas de la columna de 
DEAE-Sepharose.

Como se ha indicado anteriormente, ha sido relacionada con 
frecuencia la contradiceión existente respecto al número de HAT 
observadas en un mismo organismo (tabla I), con la utilización 
de procedimientos en los que la extracción se realiza con 
tampones de fuerza iónica elevada. Estos procedimientos pueden 
producir una desnaturalización irreversible de alguna de las 
actividades enzimáticas HAT (Wiegand y Brutlag, 1981; 
Ul i k torowicz y Bonner, 1982). Asimismo, Wiktorowicz y Bonner
(1982) han observado que cuando los enzimas HAT de hígado de
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rata se ssometen a concentraciones proteicas elevadas por 
precipi taciión o por ultrafi 1 tración, se produce una inactivación 
apreciable de los mismos.

En ell apartado E.¿t se ha determinado que el método por el
que se ototiene una mayor actividad HAT es» sin duda» la
ul tracentr iif ugac ión de protoplastos lisados en presencia de NaCl 
0.5 M. Por otra parte» tal como se describe en el apartado E.4- 
de materiaales y métodos» este procedimiento evita el paso de la 
precipitaciión de las proteínas» por lo que» por un lado puede 
completar el estudio realizado con el polietilénglicol sobre el 
efecto d e  la distinta fuerza iónica en las actividades 
enzimáticas y» por otro determinar si la precipitación proteica 
afecta de mnodo diferencial a las actividades HAT. A fin de 
estudiar Uos isoenzimas obtenidos por este método» se aplicó en 
una columnna de DEAE-Sepharose el sobrenadante de la 
ul tracentr iif ugac ión a 105000xg durante 1 h» eluyéndose las 
proteínas retenidas con un gradiente 0.01-0.35 M en NH^Cl (fig. 
19 A). Al igual como ocurre en los casos anteriores en esta
cromatograffía aparecen tres picos de actividad» a los que hemos 
denominado del mismo modo» HAT A, HAT BI y HAT BII» puesto que 
eluyen de Ha columna a fuerzas iónicas similares» es decir,
alrededor de 0.1E, 0.E0 y 0.E5 M en NHí.C1 respectivamente. Sin 
embargo, a diferencia de los procedimientos mencionados la 
actividad del pico HAT A es bastante superior a la del BI o BII. 
Esto podría sugerir que esta actividad enzimática sea más 
sensible a tampones de fuerza ióhica elevada, alrededor de 3.5 M 
en el caso de < NH*.) ESCW, o de E M en NaCl con PEG, o a la
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Figura 19.- Croiatografía en columna de DEAE-Sepharose CL-6B (l.B x 15 cc) del extracto proteico 
ultracentrifugado a 105000xg, lh. La figura muestra el resultado de un experimento con 36 g de 
células. A) Elución proteica con 1200 «1 de un gradiente de NH*C1 (0.01-0.35 H) en tampón B> a un
flujo de 48 el/h» recogiéndose fracciones de 12 mi. (•--- •) Ae eo¡ (o- - - o) actividad
enzimática; (. . . ) gradiente de NH*C1. 3) y C) Densidad óptica integrada (D.O.I.) de la
incorporación radiactiva a las histonas de eritrocito (panel B) y a las de levadura (panel 0  por 
las fracciones señaladas y separadas por electroforesis en gel de poliacrilaeida-SDS.
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p r e c i p i t a c i ó n  p r o t e i c a .

En las figuras 19 B y C se muestran los resultados de 
densidad óptica integrada de las fluorografías señaladas en el 
perfil de actividad con histonas de eritrocito e histonas de 
levadura» respectivamente. En las primeras carreras 
electroforéticas del pico de actividad HAT A, se observa la 
incorporación paralela de radiactividad sobre las histonas 
H4>H£A en eritrocito (fig. 19 B) y sobre H2B>>H¿f en levadura 
(fig. 19 O »  con un máximo de acetilación localizado en la 
carrera número Posteriormente» aparece una incorporación
sobre la histona H3 al final del pico HAT A» tanto en histonas 
de eritrocito como de levadura» con un máximo centrado en la 
carrera electroforética 5 con eritrocito o en la 6 con levadura. 
Por tanto, al .igual como ocurre con los precipitados de sulfato 
amónico (fig. 10) o po1ietiléng1 ico 1 10% (fig. 17), la actividad 
HAT A parece estar formada por dos enzimas aceti 1transferasa, el 
primero CHAT (u)AIl acetila a las histonas H2B>>H¿f en levadura y 
H¿*>H2A en eritrocito y, posteriormente» un segundo enzima CHAT 
(u)AII3 específico en ambos casos para la histona H3.

En la región del perfil de actividad correspondiente al 
pico HAT BI se observa un aumento de la marca fluorográfica 
sobre la histona H4, al pasar desde la carrera electroforética 
número 6 a la 7, manteniendo un valor prácticamente constante de 
la misma en la carrera 0. Por otro lado, la incorporación sobre 
la histona H3 disminuye al final del pico BI (carrera 6), en 
donde se localiza la HAT con especificidad exclusiva para esta 
histona, manteniéndose constante durante las carreras 7 y 8 y
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di.sminuyendo posteriormente en la 9. Este comportamiento es 
si.tmilar tanto en la gráfica con histonas de eritrocito (fig. 19 
B) como en la de histonas de levadura (fig. 19 C). Por tanto, la 
acrtfcividad denominada BI parece tratarse de un solo isoenzima HAT 
(ui))BI con especificidad para HA>H3 tanto con histonas homólogas 
cojfmo con las de eritrocito. Finalmente en las carreras 
ellectrof oréticas correspondientes a la actividad HAT BII (de la 
9 a la 11) aparece incorporación de grupos acetato 
exclusivamente sobre la histona HA- de eritrocito (fig. 19 B) o 
de levadura (fig. 19 C).

Estos enzimas serían por tanto equivalentes a los 
denominados como HAT (sa)AI, (sa)AII, (sa)BI y (sa)BII, en la 
cromatografía del precipitado con sulfato amónico (apartado 5). 
Asimismo, cabe señalar que las masas moleculares obtenidas por 
cromatografía de exclusión molecular en Ultrogel AcA3A de estos 
enzimas, coinciden con las descritas para las actividades 
enzimáticas resultantes de la precipitación con sulfato amónico 
(apartados 5.E y 5.3).

7.1.1.- Actividad histona desaceti lasa.

Em el procedimiento de u 1tracentrifugación en presencia de 
NaCl se ha estudiado también la actividad HD, con objeto de 
determinar la posible influencia que pudiera tener sobre las 
actividlades HAT. Podemos señalar por otro lado que la actividad
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HD ha sido también observada en los precipitados proteicos de 
sulfato amónico y de pol iet i léngl icol al 10 y 20*/.» 
cromatografiados en DEAE-Sepharose (Sánchez del Pino, 1987).

La actividad histona desacetilasa eluye en esta 
cromatografía en forma de un pico único, simétrico, a una fuerza 
iónica aproximada de 0.21 M en NHUC1 (fig. 20). El valor de 
fuerza iónica, como se muestra en dicha figura, es bastante 
similar al observado para la HAT B I , lo que podría descartar la 
posibilidad de que las HAT BI y BII pudieran ser en realidad un 
solo enzima separado en dos actividades por la presencia, en esa 
zona del gradiente de NH^Cl , de la HD. Además, tal como se 
indica en el apartado 5.3, la actividad HD parece ser 
insuficiente para producir el descenso de más del 50*/. de la 
incorporación de radiactividad entre el máximo del pico BI, y el 
valle entre este enzima y el BII, ya que desacetila menos del 5*/. 
del sustrato de histonas marcadas usado en los ensayos de
histona desacetilasa correspondientes. Incluso se puede añadir 
que los ensayos de actividad HAT se realizan a 37 °C, y a esa
temperatura la HD sería un ¿t0*/. menos activa que los valores
representados en la figura 20.

Considerando que el pico de HD eluye en el gradiente de
NH<X1» en la zona a la que lo hace la HAT, que acetila a la
histona H3 , resulta de interés estudiar la especificidad que
posee la HD, ya que, en caso de desacetilar preferentemente a
esta histona, la pequeña actividad histona desacetilasa 
observada podría afectar, tal vez seriamente, el perfil de
actividades HAT de las figuras 19 y 20.
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Figura 20.- Croaatografía en columna de DEAE-Sepharose (l.B x 15 cu) del extracto proteico ultracentrifugado a 
105000xg, lh. La figura muestra el resultado de un experimento con 30 g de células. A) Elución 
proteica con 800 al de un gradiente de NH*£1 (0.01-0.35 H) en taapón B> a un flujo de 48 ml/h»
recogiéndose fracciones de 8 al. (• «) Aeeo; (o--- o) actividad histona acetiltransferasa;
(o-.-.-.o) actividad histona desacetilasa; (. . . ) gradiente de NH«C1. B) y C) Densidad óptica
integrada (D.O.I.) de la incorporación radiactiva a las histonas de eritrocito (panel B) y a las 
de levadura (panel C) por las fracciones señaladas y separadas por electroforesis en gel de 
poliacrilaaida-SDS.
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Para ello» se ha incubado una f r a c c i ó n  e n z i m é t i c a  H D , 

p u r i f i c a d a  p a r c i a l m e n t e  por crornatografía en Ultrogel AcA39, con 

h i s t o n a s  de e r i t r o c i t o  m a r c a d a s  rad i a c t i v a m e n t e ,  como se 

de s c r i b e  en el ap ar tado 7 de m a t e r i a l e s  y métodos. En la fi gu ra  

El se muestr a la f l u o r o g r a f í a  de las hi s t o n a s  desaceti 1adas 

e n z im ática me nt e, y s e p a r a d a s  m e d i a n t e  e l e c t r o f o r e s i s  en 

p o 1 iacri lamida con triton-ac. a c é t i c o - u r e a . Este procedi miento 

p e r mi te conoce r mejor la e s p e c i f i c i d a d  de la HD por las

h i s t o n a s ,puesto que las f 1u o r o g r a f í a s  de las e l e c t r o f o r e s i s  en 

SDS no po se e n  la s u f i c i e n t e  r e s o l u c i ó n  como para poder apreci ar

las pe q u e ñ a s  v a r i a c i o n e s  e x i s t e n t e s  en las f r a c c i o n e s

desace ti 1adas por la HD y sus b l a n c o s  c o r r e s p o n d i e n t e s .  En dicha 

fi gu r a  se incluye t a m b i é n  la den s i d a d  óp ti ca  integrada  de cada 

una de las hi s t o n a s  en r e l a c i ó n  con la ca n t i d a d  de las m i sma s en 

cada banda. Los r e s u l t a d o s  indica n que la HD de levadura

d e s a c e t i l a  a las cuatro  h i s t o n a s  del "core"? a u nque p a r e c e  tener 

una ligera p r e f e r e n c i a  por HEA y H E B . Estos  datos son 

c o i n c i d e n t e s  con los o b t e n i d o s  por Al onso y N e l s o n  (1986)» en 

los que una a c t i vi da d d e s a c e t i l a s a  ,asoci ad a a nú c l e o s  de 

levadura, d e s a c e t i l a  a las cuatr o h i s t o n a s  tanto de e r i t r o c i t o 

como de levadura.

Se ha d e t e r m i n a d o  as im is mo la a c t i vida d e n z i m é t i c a  de la HD 

con n u c l e o s o m a s  y o 1 i g o n u c 1eo s o m a s  m a r c a d o s  r a d i a c t i v a m e n t e ,  y 

ob t e n i d o s  tal como se d e s c r i b e  en el apa rt ado 11 de m a t e r i a l e s  y 

métodos. En la tabla XII se p r e s e n t a n  los r e s u l t a d o s  de 

act iv id ad c o r r e s p o n d i e n t e s  a la incuba ci ón de 100 Fl de la 

fr ac ci ón e n z i m á t i c a  con 50 Fg (unas 1E0000 dpm) de histonas,
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Fiqura 21.- Especificidad de la actividad histona desacetilasa de levadura frente a histonas Marcadas de eritrocito. Las 
histonas fueron separadas por electroforesis en gel de poliacrilaiida en presencia de Tritón-ácido 
acético-urea. En la presente figura se incluyen los valores de Densidad óptica integrada (D.O.I.) de las 
bandas correspondientes. A) Control de histonas (fracción enziiática calentadas a 70 °C durante 10 iin)» 
incubadas a 32 °C« 2 h. B) Incubación de las histonas con la actividad HD a 32 °C durante 1 h. C) Incubación 
durante 2 h.



Tabla XII.-Actividad histona desacetilasa de levadura con histonas libres,mideosoaas y oligonucleosoiasj obtenidos
coto se describe en «ateríales y «étodos. Los valores representan la «edia de tres ensayos independientes.

S U S T R A T O S  A C T I V I D A D  E N Z I M A T I C A  (dpm) % A C T I V I D A D

H I S T O N A S  L I B R E S  ( 4 8 6 8 ± 169) 1 0 0

N U C L E O S O M A S  ( 2 3 9 5 ±  50) 4 9

O L I G O N U C L E O S O M A S (2014 ¿  75) 41
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n u c l e o s o m a s  u o 1 i g o n u c 1e o s o m a s . Como p o d e m o s  observar, la 

actividad  fr en te a los n u c l e o s o m a s  y o 1 i g o n u c 1e o s o m a s  es

b a s t a n t e  inferior a la o b t enida con h i s t o n a s  libres, tan sólo el 

A9 y de activid ad, respec t i v a m e n t e . Estos r e s u l t a d o s  son

c o n t r a r i o s  a los o b s e r v a d o s  por Hay y Ca nd id o (1983 a y b), en

los que una hi st ona  d e s a c e t i l a s a  o b t e n i d a  de c é l ul as  HeLa libera 

grup o s  acetil o de las h i s t o n a s  libres co n mayor e f i c i e n c i a  que 

con nucl eosomas . Sin e m b a r g o , e s t o s  a u t o r e s  u t i l i z a n  como f u e n t e  

de la ac tiv idad HD un com p l e j o  de alto peso mol ecu lar, que

po d r í a  contener, adem ás  del enzima, o t ro s f a c t o r e s  que p u e d a n  

modificar  en este se nt ido la e s p e c i f i c i d a d  de desaceti 1ac ión con 

n u c l e o s o m a s .

7.3- L o c a l i z a c i ó n  s u b c e l u l a r  de las a c t i v i d a d e s  HAT.

Para de te r m i n a r  la l o c a l i z a c i ó n  s u b c elula r de las 

a c t i v i d a d e s  h i st on a aceti 1t r a n s f e r a s a , se o b t u v i e r o n  n ú c le os a 

partir de p r o t o p l a s t o s  de levadura s e gún el p r o c e d i m i e n t o

descrito en el ap ar tado 3.3 de m a t e r i a l e s  y métodos. A s i mi smo se 

ha ob tenido  ta mb ién una f r a c c i ó n  e n r i q u e c i d a  en c i t o p l a s m a  

celular, re cogida  como s o b r e n a d a n t e  en la c e n t r i f u g a c i ó n  para la 

s e d i m e n t a c i ó n  de los núcleos.

Tras su obtenci ón, los n ú c l e o s  son lisados en tampón

hipotón ic o en p r e s e n c i a  de NaCl 0.5 M y el s o b r e n a d a n t e  de la 

u l t r a c e n t r i f u g a c i ó n  c o r r e s p o n d i e n t e  se aplicó  en una co l u m n a  de
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DEAE-Sepharose. Tras el lavado de la columna» las proteínas 
retenidas se eluyeron con un gradiente 0.01-0.35 M en NH«X1» 
mostrándose en la figura 22 A el perfil de elución obtenido. En 
esta gráfica aparece un pico» parcialmente dividido en dos» en 
el principio del gradiente» y un pico minoritario posterior a 
una fuerza iónica de 0.25 M en NH*.C1 .

En los resultados de especificidad de las HAT con histonas 
de eritrocito (fig. 22 B) y de levadura (fig. 22 C)> se observa 
la presencia» al principio del primer pico (carreras 
electroforéticas 1 a 6)» de una importante incorporación de 
radiactividad sobre la histona H2A de eritrocito (panel B) y 
sobre la H2B en levadura (panel C). En estas carreras también se 
observa la acetilación de la histona H¿t» la cual es algo 
superior en el caso de eritrocito que en levadura. Por tanto» en 
esa región del gradiente de NH*.C1 eluye el enzima HAT AI 
específico para H2B>>H4 con histonas homólogas y para HA>H2A con 
las de eritrocito. Posteriormente se encuentra una elevada 
incorporación de radiactividad sobre la histona H3, cuyo máximo 
se localiza en la carrera número 5, tanto en eritrocito (panel 
B) como en levadura (panel C). Esta acetilación sobre H3 estaría 
producida por la actividad del enzima HAT AII. Más tarde» en las 
carreras electroforéticas 9 a 11» existe una incorporación de 
grupos acetilo sobre la histona H4- principalmente» aunque 
también minoritariamente sobre la H 3 » la cual es menor con 
histonas de levadura que con las de eritrocito. La incorporación 
que se realiza sobre esta histona induciría a pensar que esta 
actividad corresponde al enzima HAT B I » que acetila tanto a H4
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Figura 22.- Cromatografía en columna de DEAE-Sepharose CL-óB (1.8 x 15 ci) del extracto proteico nuclear. La 
figura representa el resultado de un experinento con 62 g de células. A) Elución proteica con 400 
al de un gradiente de NH*C1 (0.01-0.35 H) en taapón B> a un flujo de 30 ml/hj recogiéndose
fracciones de 4 al. ABbo; (o- - - o) actividad enziaática; (......) gradiente de NH<£1.
B) y C) Densidad óptica integrada (D.O.I.) de la incorporación radiactiva a las histonas de 
eritrocito (panel B) y a las de levadura (panel 0  por las fracciones señaladas y separadas por 
electroforesis en gel de poliacrila*ida-SDS. La flecha indica la fracción a la que eluye la 
actividad histona desacetilasa.
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como a H3 (fig. 19). Sin embargo» la fuer za iónica a la que 

e l uye esta actividad, a l r e dedor de 0.25  M en N H ^ C l , y la 

p o s i c i ó n  r e l at iva a la que el uy e la HD (señalada con una flecha  

en la fi gura 22 A), p a r e c e n  indicar que se tra tar ía más bien de 

la ac ti vidad  HAT B I I »  e s p e c í f i c a  para la hi s t o n a  HA-. La

a c e t i l a c i ó n  que se ob s e r v a  s o bre  H3 po dr ía d e b e r s e  a que la

act iv idad  del en zima AII, que es muy e l e v a d a  en la c r o m a t o g r a f í a  

del extr a c t o  n u clear re s p e c t o  a la del e x t rac to  total de 

p r o t o p l a s t o s  (fig. 19), se e x t e n d i e s e  hasta las f r a c c i o n e s  de 

esta r e gi ón  del g r a d i e n t e  de N H ^ C l . P o d e m o s  señalar que en las 

c a r r e r a s  número 6 y 7 de la f i g u r a  22, se p r o d u c e  un aumento 

s i g n i f i c a t i v o  en la incorpor ac ión de r a d i a c t i v i d a d  s o bre H A , que 

es más ele vad a en el caso de las h i s t o n a s  de e r i t r o c i t o  (panel 

B) que en las de levadura (panel C). Esta a c t i v i d a d  podría  

d e b er se  a la e x i s t e n c i a  del e n z i m a  HAT BI que el uy e a esa f u er za  

iónica, alred edor de 0.20 M en NHeXl > e n tre las 

aceti 11ra ns fe rasas  e s p e c í f i c a s  para H3 y HA r e s p e c t i v a m e n t e

( f i g . 19) .

Por otra parte, la f r a c c i ó n  e n r i q u e c i d a  en c i t o p l a s m a  se 

u 1tracent rifugó a 105 000 xq d u r a n t e  1 h, y el s o b r e n a d a n t e  

ob ten id o se aplicó» al igual que con los núcleos, en una co lumn a 

de D E A E - S e p h a r o s e . En la fi gur a 23 A se p r e se nta el perfil de 

a ct iv idad HAT de la e l u c i ó n  p r o t e i c a  en g r a d i e n t e  de NH^Ci 

0 .0 1 - 0 . 3 5  M. La gr áf ic a m u e str a un c o m p o r t a m i e n t o  c o n t r a r i o  al 

que o c u r r e  en la crornatografía de la f r a c c i ó n  nuclear, es decir, 

e x i s t e  un pico m i n o r i t a r i o  al p r i n c i p i o  del g r a d i e n t e  y otro de 

mayor activ id ad  ai final del mismo (alrededor de 0.2 5 M en
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Figura £3.- CroBatogreíía en colusna de DEAE-Sepharose CL-6B (i.B x Í5 ct) del extracto proteico 
citopiasiético. La figura representa el resultado de un experifento con ¿£ q de células. Al 
Elucido proteica con l200 §1 de ur¡ gradiente de NH<.C1 (0.01-0.35 M) en taipdn Bj a un flujo de 50
®l/h¡ recogiéndose fracciones de t *1. (•— — — •) Ahbo; (o o) actividad enzifática; (......)
gradiente de NHUCí. B) y C) Densidad óptica integrada (D.O.I.) de la incorporación radiactiva a 
las histonas de eritrocito (panel Bi y a las de levadura- (panel C) por las fracciones señaladas y 
separadas por electroforesis en gel de pcliacriiaaida-SDS. La flecha índice la fracción a la que 
eluye la actividac histona desacetilasa.
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NH^Cl). En el primer pico de actividad se encontraría el enzima 
HAT AI¡, puesto que se produce la acetilación de la histona H2B 
en levadura (carreras 2 y 3 de la fig, 23 C)* y sobre H^>H2A con
histonas de eritrocito (fig. 23 B). Este resultado es una prueba
más de la existencia de este enzima de forma independiente a la 
de HAT <AII, ya que no se observa» en absoluto» marca sobre la 
histona H3. Por otra parte» en el pico mayoritario sólo se
produce incorporación de radiactividad sobre la histona H¿*
(carreras electroforéticas 5 y 6) de eritrocito (panel B)» o de 
levadura (panel C)» siendo aparentemente por tanto el enzima HAT 
BII.

En base a estos resultados podemos concluir que en los
núcleos de levadura se localizarían las actividades enzimáticas 
HAT AI, HAT AII y HAT BI. Cabe señalar que han sido obtenidos
resultados similares en cuanto a la localización subcelular de
estos enzimas mediante precipitación, y posterior cromatografía, 
de un extracto nuclear con (NH*. Je-SO*, al 90% de saturación. La 
actividad HAT BI que aparece en la cromatografía de la fracción 
nuclear (carreras 6 y 7 de la fig. 22), es sensiblemente
inferior a la que se observa en la cromatografía del extracto
total de protoplastos lisados (fig. 19). Sin embargo, esta
actividad no se encuentra en la fracción citoplasmática (fig. 
23), ya que no existe incorporación de radiactividad sobre la 
histona H3 en ninguna de las carreras electroforéticas. La razón 
de esta diferencia permanece aún por resolver, aunque una
interpretación sería que la acetilación de H3, debida a la
elevada actividad del enzima HAT AII en núcleos, estaría
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sobrexvalorada, por lo que la marca que se produciría sobre las 
otras histonas» se encontraría disminuida relativamente en el 
tiempo en el que la placa fluorográfica permanece 
impresionándose a -80 °C (apartado 1A.3 de materiales y 
métodos). Por otra parte la actividad del enzima HAT AI que se 
observa en la fracción citoplasmática (fig. £3), sería debida 
probablemente a la inevitable contaminación que representa una 
parte de los núcleos lisados durante el proceso de extracción. 
Si esta interpretación es correcta» cabría preguntarse porque no 
se encuentra del mismo modo una contaminación citoplasmática del 
enzima HAT AII nuclear. La razón sería posiblemente» tal como se 
muestra en el apartado 8.3, que este enzima posee una alta 
afinidad por la cromatina procedente de la fracción nuclear 
lisada» que es recogida junto a ' éstos en el proceso de 
extrace ión.

Por su parte, el enzima específico para la histona H4 (HAT 
BI I) , parece encontrarse en la fracción citoplasmética (fig. 
£3), lo que estaría de acuerdo con los resultados obtenidos 
hasta el momento, que sugieren que este enzima sería similar a 
la actividad citop1asmática HAT B específica para esa histona, 
descrita en otros eucariotas (ver tabla I). La actividad 
minoritaria de HAT BII, que aparece en la fracción nuclear 
(carreras 9 a 11 de la fig. ££), se debería posiblemente a la 
existencia de una pequeña proporción de protoplastos 
(observables al microscopio óptico) que permanecen intactos en 
la fracción nuclear y que son lisados posteriormente junto a 
estos en el tampón hipotónico A (materiales y métodos, apartado
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2.2) ..

7.3.- Extracción de actividades HAT de la cromatina en 
ausemcia o en presencia de 0.5 M de NHí.C1 .

Algunos autores han sugerido que las actividades HAT 
podr:ían estar asociadas fuertemente a la cromatina» ya que se 
requiieren fuerzas iónicas elevadas para la extracción de las 
mismias (revisión de Doenecke y Gallwitz, 1982). Para comprobar 
si en levadura alguno de los enzimas HAT pueden estar 
efectivamente unidos a la cromatina, se han analizado las 
distintas actividades enzimáticas obtenidas de un extracto total 
de protoplastos, en ausencia de fuerza iónica significativa, 
reexc trayendo posteriormente el sedimento de la
ultracentrifugación correspondiente, con NaCl 0.5 M.

El sobrenadante de la ultracentrifugación en ausencia de 
NaCl 0.5 M se aplicó en una columna de DEAE-Sepharose y se 
eluyeron las proteínas retenidas tras el lavado, con un 
gradiente 0.01-0.35 M de NH*.C1, como se muestra en la figura 2^ 
A. En el perfil de actividad aparecen tres picos que eluyen a 
unas fuerzas iónicas similares a las indicadas para HAT AI, HAT 
BI y HAT BII (fig. 19 A), si bien la actividad total del pico A 
es bastante inferior en este caso. Los valores de densidad 
óptica integrada con histonas de levadura (fig. 2¿t B), ponen de 
manifiesto que la fracción extraída en ausencia de NaCl contiene
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Figura 24.- Cromatografía en columna de DEAE-Sepharose CL-6B (1.8 x 15 cm) del extracto ultracentrifugado a 
105000xg, 1 h en ausencia de NaCl. En la figura se representa el resultado de un experimento con 
25 g de células. A) Elución proteica con 500 mi de un gradiente de NíUCl (0.01-0.35 H) en tampón
B, a un flujo de 30 ml/h, recogiéndose fracciones de b al. <•— — •) Aeeo; (o o) actividad
enzimática; (......) gradiente de NH*Ci. B) Densidad óptica integrada (D.O.I.) de la incorporación
radiactiva a las histonas de levadura por las fracciones señaladas y separadas por electroforesis 
en gel de poliacriiaaida-SDS.
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claraamente la enzima HAT AI, ya que existe incorporación de 
rad iaict i vidad sobre las histonas H£B>HA en las carreras 
electroforéticas 2 a 7, encontrándose también el enzima HAT BI 
puesto que se produce la acetilación de H4>H3 en las carreras 5 
a 9 y/, por último se extrae asimismo el enzima HAT BII ya que se 
realiza i ncorporac ión de grupos acetilo sobre la histona- H*t 
exclusivamente en las carreras 9 a 11. No aparece en esta 
extracción el enzima que acetila exclusivamente a la histona H3, 
es decir, la HAT AII.

Por otra parte, el sedimento de la centrifugación 
reextraido con NaCl 0.5 M, se ultracentri fugó en las condiciones 
anteriormente descritas. El sobrenadante fue aplicado en columna 
de DEAE-Sepharose, eluyéndose las proteínas con un gradiente de 
NHí.C1 0.01-0.35 M, tal como se muestra en la figura 25 A. En el 
perfil de actividad HAT podemos observar la existencia de un 
pico mayoritario y otro de magnitud inferior, que eluyen a 
fuerzas iónicas similares a los picos de actividad enzimática 
HAT A y HAT BI, respectivamente. No aparece en el mismo, la 
actividad correspondiente al pico HAT BII. En la figura 25 B se 
muestran las densidades ópticas integradas de las histonas 
marcadas enzimáticamente, de la que se puede concluir que en la 
fracción extraída con 0.5 M de NaCl se encuentra el enzima que 
acetila a la histona H2B (HAT AI), tal como se observa en las 
carreras electroforéticas de la 2 a la 6, claramente 
diferenciado del que modifica a H3 (HAT AII), cuya incorporación 
aparece en las carreras de la 5 a la 8, y finalmente el que 
actúa sobre H^>H3 (HAT B I ), como lo indican las carreras 8 a 11.
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Fiugra 25.- Croiatografía en colu*na de DEAE-Sepharose CL-6B (1.6 x 15 c») de la fracción proteica reextraída 
de la ultracentrifugación de la fig. 2<» con NaCl 0.5 I".. La figura representa el resultado de un 
experiiento con 25 g de células. A) Elución proteica con 500 el de un gradiente de NH4CI
(0.01-0.35 H) en taapón B» a un flujo de 30 »l/h, recogiéndose fracciones de 6 il. i# • )
Aeeoi io o) actividad enzieática; (. . . ) gradiente de NH«X1. B) Densidad óptica integrada
(D.O.I.)» de la incorporación radiactiva a las histonas de levadura por las fracciones señaladas y 
separadas por electroforesis en gel de poliacrilanda-SDS.
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Apar-entemente no existe el HAT BII puesto que no aparecen 
fracciones que acetilen exclusivamente a H4.

En base a estos resultados podemos establecer un orden de 
afinidad de las HAT por la cromatina» en el que el enzima AI es 
el que se uniría más fuertemente a la misma» puesto que no 
aparece actividad de este tipo en la fracción extraída a baja 
fuerza iónica. Por otro lado» el enzima BII (específico para H¿t) 
no parece unirse a la cromatina, ya que se extrae tan sólo en la 
fracción obtenida en ausencia de NaCl, lo cual estaría de 
acuerdo con la localización citop1asmática del mismo (fig. E 3 ) y 
con su inactividad con histonas en forma de nucleosomas. Con una 
afinidad intermedia se encontrarían los enzimas que acetilan a 
HEB>H4 y a H4>H3 (HAT AII y HAT B I ), ambos unidos 
preferentemente a la cromatina ya que en el extracto con NaCl 
0.5 M existe una mayor actividad que en el obtenido en ausencia 
de dicha sal. Por tanto, estos enzimas se encontrarían en 
núcleos de levadura, tal como se muestra en la figura EE, pero 
no totalmente asociados a la cromatina.

Algunos autores han estudiado la afinidad que presentan 
enzimas por la cromatina mediante procedimientos cromatográficos 
de filtración sobre gel. Así por ejemplo» Cano y Pestaña (1979) 
han señalado que al menos el 50% de la actividad HAT de Al 1L®Q!Í.§. 
§a.l¿na se encontraría unida a la cromatina, usando en este 
estudio criterios cromatográficos de filtración en Bio-Gel A50 
de un lisado.de núcleos y observando que la actividad enzimática 
se recupera en las fracciones que contienen la cromatina.

Por su parte, Hay y Cándido (1983 a), han observado que la
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HD coeluye con la cromatina, formando complejos de elevado peso 
moliecular, en el volumen de exclusión de una columna de Bio-Gel 
A5Q)m.

Con objeto de intentar determinar si las actividades HAT 
presentes en levadura forman a su vez estos complejos de alto 
peso molecular, se aplicó en una columna de Sephadex G-200 el 
sobrenadante de la ultracentrifugación de una extracto total de 
protoplastos lisados en presencia de NaCl 0.5 M. Conviene 
seíñalar que este sobrenandante contiene abundantes fragmentos de 
cromatina de tamaño variable.

La gráfica de la elución de la columna y los valores de 
adtividad enzimática se representan en la figura 26. En la misma 
se observa un pico de elevada actividad que eluye en el volumen 
de exclusión, y por tanto posee una masa molecular elevada. En 
las fracciones de este pico la relación AE¿,0/AeBo es de
alrededor de 1.^5, lo cual indica que posee una proporción
elevada de ácidos nucleicos (cuantificándose valores de unos 12 
Hg de DNA, medidos por espectrof1uorimetría, por mi de volumen y 
gramo de células), tratándose probablemente de los fragmentos de 
cromatina excluidos de la columna. Posteriormente aparece un 
pico de actividad minoritario a un volumen de elución
correspondiente a proteínas de masa molecular similar a las 
descritas anteriormente para las HAT purificadas por 
DEAE-Sepharose.

Para determinar que enzimas HAT están presentes en esos 
complejos, se recogieron las fracciones con actividad enzimática 
señaladas en la figura 26 y se aplicaron en una columna de
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Florara 26.- Cromatografía en columna de Sephadex G-200 (3 x 120 cm) del extracto proteico ultracentrifugado a 
105000xg, 1 h. En la figura se representa el resultado de un experimento con 27 g de células. La
elución se realizó en tampón B a un flujo de 20 ml/h. (•- -- •) fieBo; (o- - - o) actividad
enzimática.
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DEAIE-Sepharose. La elución de las proteínas con un gradiente de 
NHUíCl 0.01-0.35 M, así como el perfil de actividad HAT se 
mue?stra en la figura 27 A. En esta gráfica se observa un solo 
pic:o de actividad enzimática con un pequeño hombro en la parte 
derecha del mismo. Las figuras 27 B y C representan los valores 
de densidad óptica integrada de las histonas de eritrocito y 
lev/adura, incubadas con las fracciones señaladas en el perfil de 
actividad. Podemos observar la presencia en estos eluídos del 
enzima que acetila en levadura a las histonas H2B>H¿t (como lo 
muestra la incorporación sobre estas histonas, presente en las 
carreras 1 a 5), así como la del enzima que acetila 
exclusivamente a H3 (con el máximo.de incorporación localizada 
en la, carrera 4)» es decir, las HAT AI y HAT AII. También parece 
estar presente el enzima que acetila a H¿t>H3 (HAT BI ) , aunque 
posiblemente en una baja proporción.

Por tanto, estos complejos de masa molecular elevada, 
probablemente unidos a fragmentos de cromatina, incluyen 
fundamentalmente al enzima HAT AII, y en menor medida al AI. Por 
su parte el BI parece estar presente sólo en una pequeña 
proporción, mientras que el BII no se encontraría asociado en 
ab so luto.

Es interesante señalar que el enzima BII y la fracción del 
BI que no se encuentran en el volumen de exclusión, eluyen de la 
columna en función de su masa molecular formando, posiblemente, 
el pico minoritario que aparece en la figura 26. En efecto, la 
especificidad de este pico de actividad minoritario frente a las 
histonas, muestra una incorporación de radiactividad sobre
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Figura B7.- Cronatografía en coiu«na de DEAE-Sepharose CL-6B (1.8 x 15 » )  de las fracciones señaladas en la 
fiq. £6. A) La elución se realizó con 450 il de un gradiente de NH<I1 (0.01-0.35 H) en taipón 8 a
un flujo de 30 *l/h, recogiéndose 7 el por fracción. (• •  A8eo; (© o) actividad
enziaática; ( i gradiente de NfUCl. B) y C) Densidad óptica integrada (D.O.I.) de la
incorporación radiactiva a las histonas de eritrocito (panel B) y a las de levadura (panel C) por 
las fracciones señaladas y separadas por electroforesis en gel de poliacrilaeida-SDS. La flecha 
indica la fracción a la que eluye la actividad histona desacetilasa.
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H¿t>>H3, lo cual corrobora lo antes mencionado. Estos resultados, 
además de apoyar los obtenidos mediante extracción fraccionada 
de las HAT de la cromatina con 0.0 y 0.5 M de Nací (fig. 2¿t y 
25), sugieren que el enzima HAT AII podría ser similar a la HAT 
DB de linfocitos de bovinos, ya que ésta se encuentra asociada 
fuertemente a nucleosomas, e incluso su especificidad es 
similar, ya que ambas actividades acetilan preferentemente a la 
histona H3, aunque la HAT DB también actúe en menor grado sobre 
las otras histonas del "core" (Bohm et a¿., 1980).

Finalmente podemos también señalar, que de nuevo el enzima 
BII tendría características similares al enzima citoplasmático 
HAT B, específico para la histona H¿f de otros eucariotas 
(revisión de Doenecke y Gallwitz, 1980).

7.^.- Especificidad frente a nucleosomas.

Con objeto de conocer la especificidad de las actividades 
HAT obtenidas por ultracentrifugación con nucleosomas, se han 
incubado las fracciones enzimóticas separadas en el perfil de 
actividad de la fig. 19 con nucleosomas de eritrocito, en las 
condiciones descritas en el apartado 1^ de materiales y métodos. 
En la tabla XIII se presentan los resultados obtenidos en la 
incubación con los nucleosomas, y la cuantificación posterior de 
la densidad óptica integrada correspondiente a cada histona en 
la fluorografía. En el pico de actividad HAT A (formado por los



Tabla XIII.- Especificidad de las actividades HAT A? HAT BI y HAT BUv obtenidas por ultracentrifugación a 105000xg, 1 h 
y separadas por cromatografía en DEAE-Sepharose (fig. 19) con nucleosonas.

T O T A L  E N  
N U C L E O S O M A S

H3

H 2 B

H 2 A

H 4

H A T  A  H A T  B I  H A T  B I I  ¡
((u) A I  + (u) AII) ((u) BI) ((u) BII)

D . O . I .  ( u . a . ) % A C T I V I D A D  D . O . I .  (u.a.) % A C T I V I D A D  D . O . I .  (u.a.) % A C T I V I D A D

8 1 . 0  8 3  16.6 17

8 . 7  11 15.5 9 3

1 7 . 8  22 ---

5 3 . 2  6 5  ---

1.3 2 1.1 7
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enzimas AI y AII) existe incorporación de radiactividad sobre la 
totalidad de las histonas del "core", según el orden de 
especificidad H2A>H2B>H3>H4. Estos resultados son similares a 
los descritos para la HAT A de levadura* obtenidos en el 
fraccionamiento con PE6 o en la precipitación con (NH**) eS0<*.* si 
bien la proporción relativa de incorporación de radiactividad 
sobre cada tipo de histonas es algo distinta (ver apartados 5 y 
7). En el pico de actividad HAT BI se observa la incorporación 
de grupos acetilo* en las histonas H3>H¿t* en nucleosomas. La 
incorporación de radiactividad sobre estas histonas difiere de 
los datos obtenidos con PEG (apartado 5) y con (NH*.)e*SG<* 
(apartado 7)* ya que en el caso del po1ietiléng1 ico 1» la 
acetilación de H^ es superior a la de H3> mientras que con 
sulfato amónico parece no encontrarse acetilada la histona H3. 
La razón de estas diferencias permanece confusa* aunque puede 
ser debido a que en los distintos procedimientos de extracción 
se estén aislando factores de naturaleza molecular no conocida* 
que puedan estar regulando* de algún modo* la acetilación de las 
histonas en los nucleosomas.

Finalmente* en el pico de actividad HAT BII no aparece 
incorporación de radiactividad en ninguna de las histonas. Estos 
resultados junto con los obtenidos con (NH*.)ESO<* y PEG* así como 
la localización subcelular del enzima HAT BII» indican que esta 
actividad sería muy probablemente el enzima citoplasmático 
específico para H¿t, e inactivo con nucleosomas, descrito en 
otros organismos eucariotas (ver tabla I).

Por último, cabe señalar que cuando se utilizan
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ol iagonucleosomas de eritrocito (según se describe en el apartado 
11. de materiales y métodos) como sustrato para las HAT» se 
obtienen resultados de especificidad similares a los encontrados 
cojn mononucleosomas, aunque la actividad obtenida con estos 
úllt irnos es alrededor de un 30*/. mayor que con ol igonucleosomas. 
Esta diferencia puede reflejar, posiblemente, la menor 
aereesib i 1idad de las HAT por estos o 1igonucleosomas, debido a la 
conformación más plegada y seguramente más compleja que 
adoptarí an.

7.5.- Especificidad de las HAT frente a sustratos no
h iistonas.

Se han realizado estudios encaminados a conocer la 
especificidad de las aceti 1transferasas con diferentes sustratos 
no histonas. Con este objetivo se recogieron las actividades HAT 
A j BI y BII separadas por cromatografía en DEAE-Sepharose (fig. 
19), se concentraron por ultrafi 1 tración y fueron posteriormente 
purificadas mediante cromatografía de exclusión molecular en 
Ultrogel AcA3¿t.

En la tabla XIV se muestran los resultados obtenidos tras 
incubar los enzimas con los sustratos BSA, sulfato de protamina 
y po1i-L-1isina. Los sustratos se han elegido para comparar la 
especificidad por el sustrato de histonas, frente a otros 
sustratos que poseen asimismo una densidad de carga positiva



H I S T O N A S  D E  
L E V A D U R A

H I S T O N A S  D E  
E R I T R O C I T O

B S A

P O L I - L - L I S I N A

S U L F A T O  D E  
P R O T A M I N A

Tabla IIV.- Especificidad de las actividades histona acetiltransferasa frente a sustratos no histonas. Los valores
representan la aedia de tres ensayos independientes.

H A T  A  H A T  B I  H A T  B I I
D P M  % A C T I V I D A D  D P M  % A C T I V I D A D  D P M  % A C T I V I D A D

(3012 i 210) 1 0 0  ( 1 3 6 9 -  161) 1 0 0  ( 1 5 7 9 ±  180) 100

( 1 9 5 3 1  72) 6 5  ( 1 6 4 3 ±  148) 1 2 0  ( 1 5 5 0 Í 8 3 )  9 8

( 2 0 ±  104) 1 ( 2 0 5 1 5 3 )  15 ( 0 ± 6 0 )  O

(O ± 3 5 )  O (O ± 6 6 )  O ( 7 4 1 9 1 )  5

(253 ± 5 3 )  8 ( 5 5 1  25) 4 ( 1 8 2 ± 6 4 )  12
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(sulfato de pro t a m i n a  y p o 1 i-L-lisi n a ) y un elev ado número de 

resid u o s  de lisina, don de las HAT p o d r í a n  introducir gr upos  

acetilo (p o 1 i - L - 1 i s i n a ). La BSA es una p r o t e í n a  con una 

p r o p o r c i ó n  de c a rg as  p o s i t i v a s  y n e g a t i v a s  más habitual que las 

histonas. En los r e s u l t a d o s  de la tabla XIV se o b s e r v a n  a l g u n a s  

di f e r e n c i a s  a p r e c i a b l e s  entre las tres a c t i v i d a d e s  HAT, aunq u e  

en general todas e l l a s  sean b a s t a n t e  e s p e c í f i c a s  para las 

histonas, lo cual r e f l e j a r í a  la n e c e s i d a d  del reconoci miento de 

la zona globular de las mismas.

Por otro lado, Kelner y Me C a r t y  (1984) ha n o b s e r v a d o  que 

una a c t i vidad  HAT ext r a í d a  de n ú c l e o s  de hígad o de c e r d o , es 

capaz de acetila r a las HMS 14 y 17 de e r i t r o c i t o  de pollo. La 

marca introduc ida sobre est as p r o t e í n a s  es de al re dedor del B'Á 

de la que se incorpo ra s o br e la h i s t o n a  H 2 B , que es la más

ac e t i l a d a  por est e enzima. Las HMG son p r o t e í n a s  básicas, en 

general de bajo peso molecular , que p a r e c e n  tener un import an te 

papel en la e s t r u c t u r a  de la c r o m a t i n a  a c t i v a  o p o t e n c i a l m e n t e  

activa. Las HMG 14 y 17 han sido bien c a r a c t e r i z a d a s , 

c o n o c i é n d o s e  su s e c u e n c i a  de a m i n o á c i d o s  y la e x i s t e n c i a  en las 

mis mas de m o d i f i c a c i o n e s  post s i n t é t i  c a s , incluida la

ac etilació n. Sin embargo, la e s t r u c t u r a  de est as  p r o t e í n a s

cua ndo están  unida s a la cromati na,  y su fu n c i ó n  i_n vivo, son 

hasta el pr e s e n t e  d e sconoci da s. Las HMG 1 y £ e s t á n  menos

est udiadas, pero se sabe que e s tá n unidas, al igual que las HMG 

14 y 17, a los n uc le osomas , a u nq ue  a p a r e n t e m e n t e  a lugares

di fe r e n t e s  en los mismos.

Con objeto de de t e r m i n a r  si las HAT p r e s e n t e s  en levadura
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son capaces de modificar a las HMG de eritrocito o a las HMG de 
levadura, se han incubado estas proteínas con las HAT A, BI y 
BII (obtenidas de la forma descrita anteriormente). Los 
resultados obtenidos indican que estáis fracciones HMG son 
acetiladas, en grado variable, alcanzando en algunos casos hasta 
el 30%, con respecto a la acetilación de histonas. Sin embargo, 
cuando se realizaron fluorografías de las HMG, incubadas con los 
enzimas y separadas mediante electroforesis en
poliacrilamida-ac. acético-urea, se observó incorporación de 
radiactividad sobre polipéptidos de masa molecular pequeña, 
inferiores a la de las histonas, que no corresponden a las HMG 
ni en levadura ni en eritrocito. Ello podría ser debido a que en 
el proceso de extracción de las HMG se arrastran .generalmente 
fragmentos de histonas degradadas por proteasas, que podrían ser 
acetiladas inespecíficamente por las aceti 1transferasas.

Por otra parte, la acetilación de las histonas parece estar 
implicada en el proceso de relajación de la cromatina, que está 
acompañado con la aparición en la misma de proteínas tipo 
protaminas, durante las etapas tardías de espermatogénesis de 
algunos organismos eucarióticos. En este sentido Libby (1978 y 
1980) ha descrito que las HAT "a" y "b" obtenidas de núcleos de 
hígado de ternera y de rata, poseen actividad enzimática frente 
al sustrato espermidina. Para comprobar si en levadura puede 
ocurrir un efecto similar, se han incubado las actividades 
enzimáticas A, BI y BII con espermina y espermidina, y se ha 
cuantificado la radiactividad incorporada a estos sustratos 
(tabla XV). Se puede observar que en todos los casos la



Tabla XV.- Actividad de las histonas acetiltransferasas con poiiaainas. Los valores representan la aedia de tres ensayos
independientes.

H I S T O N A S  D E  
L E V A D U R A

E S P E R M I N A

E S P E R M I D I N A

H A T  A
D P M  % A C T I V I D A D

(2793 i  104) 1 0 0

(251 ± 6 8 )  9

(284 -  16) 10

H A T  B I
D P M  % A C T I V I D A D

(13 2 7  ± 188) 1 00

( 1 3 0 ± 7 9 )  10

(172 i  48) 13

H A T  B I I  
D P M  % A C T I V I D A D

( 1 5 2 4 t 8 4 )  1 0 0

( 9 + 1 5 )  < 1

( 4 6 + 4 )  3
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actividad con las poliaminas es baja, inferior al 15%, en las 
condiciones estudiadas, lo cual no parece estar de acuerdo con 
los resultados obtenidos por este autor, cuyos enzimas son casi 
dos veces más activos con espermidina que con histonas (Libby, 
19B0).

7.6.- Inhibición de las HAT por el DNA.

Libby (1980) ha observado que las histona aceti 1transferasa 
"a" y "b", aisladas de los núcleos de hígado de rata poseen una 
inhibición diferencial por el DNA. Con objeto de conocer como 
afecta la presencia de DNA a las HAT de levadura, se han 
incubada histonas de levadura con las actividades enzimáticas A, 
BI y BII, adicionando a la mezcla de reacción, DNA de' testículo 
de salmón hasta concentraciones de E5 y 50 Fg/ml. Como se 
muestra en la tabla XVI, las HAT de levadura parecen ser poco 
sensibles a la presencia de bajas concentraciones de DNA en el 
medio, ya que a estas concentraciones, las HAT "a" y "b" de 
hígado de rata se encuentran inhibidas hasta un 60% y un 30% de 
su actividad, respectivamente (Libby, 1980). Por otra parte, 
Cano y Pestaña (1976) han observado en Artemi_a salina que el DNA 
interaccionar ía preferentemente con las histonas H3 y H4- 
haciendo a éstas inaccesibles a la HAT de este organismo. En el 
caso de levadura, esta preferencia determinaría que la HAT AI 
(específica para la histona HSB de levadura) podría estar menos



Tabla IVI.- Inhibición de las actividades histona acetiltransferasas por DNA. Los valores representan la aedia de tres
ensayos independientes.

H A T  A  H A T  B I  H A T  B I I
D P M  %A C T I V I D A D  D P M  % A C T I V I D A D  D P M  % A C T I V I D A D

S I N  D N A  (4673 ±  93) 1 0 0  (1224 ± 1 8 2 )  1 0 0  (1837 ± 1 3 8 )  100

25 / tg/ml D N A  ( 3 950 ±  376) 85 ( 1 0 0 4 +  235) 82  ( 1 3 5 9 ±  58) 74

5 0 /ug / m l  D N A  ( 3 7 5 2 +  109) 8 0  ( 9 5 8 ± 4 6 )  78 ( 1 1 7 5 * 4 6 )  64
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inhibida que el resto de los e n z i m a s  que a c e t i l a n  en mayor o 

menor medida a las h i s t o n a s  H3 y/o H A . Sin embargos debido  a que 

este e n z i m a  c o e lu ye con la HAT AII (e spe cífica par a H 3 ) s este 

efecto ser ía  men os e v i d e n t e  dando lugar, como se m u e s t r a  en la 

tabla, a una i nhibi ci ón sólo algo menor que el e n z i m a  HAT BI 

(que ac et ila  a HA y H 3 ) o que el HAT BII (específico para HA). A 

pesar de todo, el e n z i m a  que más se inhibe por el DNA es el BII, 

lo cual podrí a estar r e l a c i o n a d o  con su l o c a l i z a c i ó n

c i t o p 1asmótica  y su inactivid ad con h i s t o n a s  en nucleosom as.

Por otra parte, ta mb ién se ha o b s e r v a d o  que las HAT de 

levadura p a r e c e n  e n c o n t r a r s e  más i n h i bi das por el DNA cuando los 

en z i m a s  se incuban con h i s t o n a s  de e r i t r o c i t o  del "core" 

nucleos om al. En r e l a c i ó n  a esta d i f e r e n c i a  se pu ede indicar que 

la f r a c c i ó n  de h i s t o n a s  del "core" p u e d e  co nt en er c a n t i d a d e s  

mi n o r i t a r i a s  de H1 y H5 que p o d r í a n  estar inducie ndo la 

p r e c i p i t a c i ó n  de las his tonas, d i s m i n u y e n d o  de este modo la 

ca nt id ad de sus tr at o a c c e s i b l e  al(a los) enzima(s), a p a r e c i e n d o  

como más inhibido que con h i s t o n a s  de levadura.

En base a los r e s u l t a d o s  o b t e n i d o s  con los d i s t i n t o s  

p r o c e d i m i e n t o s  de extr acc ión, pr ec i p i t ac i ón con (NH¿+)h*SD^,

f r a c e i o n a m i e n t o  p r o teico con el 10 y 20% de PEG y 

u 1t r a c e n t r i f u g a c i ó n  en p r e s e n c i a  de NaCl 0.5 M, se pu ede 

co nc lu ir que en levadura p a r e c e n  ex ist ir al menos cuatro 

a c t i v i d a d e s  hi sto na  aceti 1t r a n s f e r a s a , d e n o m i n a d a s  como AI, AII, 

BI  y BII. La HAT AI es un en zi ma  nuclear, activo con 

nucleos om as, que ac et il a e s p e c í f i c a m e n t e  a 1a hi s t o n a  H2B de

levadura (H2A en el caso de eri tr ocito) y en mucha  menor
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proporrción a H4. La HAT AII sería asimismo un enzima nuclear, 
activoo con las histonas en nucleosomas, que acetila, tanto con 
histomas de levadura como de eritrocito, exclusivamente a H3. El 
otro cenzima nuclear, HAT BI, es activo también con nucleosomas y 
acetilla a H4>>H3, tanto con histonas homólogas como con las de 
eritrcocito. Por último, la actividad HAT BII sería de naturaleza 
ci top i lasmática, inactiva frente a nucleosomas, que acetila 
exclutsivamente a la histona H¿* y cuya función sería la de 
aceti.lar a las histonas, especialmente a la H¿*, en el 
citopjlasma, cuando las mismas están siendo sintetizadas previo 
al emsamblaje en nucleosomas. No parece existir sin embargo, en 
las condiciones de extracción descritas, ninguna HAT que acetile 
a la histona H2A en levadura. El que no se observe ninguna 
activ/idad HAT específica para esta histona sería razonable si, 
como se ha señalado anteriormente, en las histonas H2B, H3 y H4- 
pueden ser introducidos i.n yi^vo hasta cuatro grupos acetilo, 
mientbras que en H2A tan sólo se introduce un grupo (o de forma 
más improbable, hasta dos grupos acetilo), lo que podría 
condtucir a que la marca enzimática sobre esta histona fuese muy 
débiH, no siendo detectable mediante el análisis fluorográfico. 
De cualquier modo, es importante señalar que estos resultados 
son compatibles con los obtenidos por Nelson (19B2), en los que 
mediante incubación de protoplastos de levadura con í3H3acetato, 
se produce la incorporación de radiactividad sobre las histonas 
H2B>H3>H£t y no sobre ‘ H2A, aunque este mismo autor indica que 
existen trazas de radiactividad asociadas a la histona H2A de 
1evadura.
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Por otra parte cabe señalar que la existencia de al menos 
dos actividades HAT que acetilan a la histona HA-, una de tipo 
nuclcear (HAT BI) y otra citoplasmática (HAT BII), estaría
sustientada por estudios de acetilación i.n vi_vo de histonas de 
levaidura, en presencia de cicloheximida (Nelson, 19B2). En estos 
estuudios se observa que la acetilación que se produce en la
hist;ona HA, se reduce más fuertemente (no llegando a ser nula) 
que la incorporación sobre H2B y H3 en los protoplastos
incuibados con C3H3acetato en presencia de cicloheximida respecto 
al control de los protoplastos incubados en ausencia del
inhiibidor. Esto parece indicar que se estaría produciendo la
inhiibición de algún enzima, probablemente la HAT BII, que
acettilaría a las histonas cuando están siendo sintetizadas.

Por otro lado nuestros resultados parecen indicar que, al 
meneos en levadura, el nivel de acetilación en las histonas
estíaría regulado por el conjunto de actividades HAT descritas, 
más que por una única HD capaz de desacetilar a las cuatro
his;tonas del "core" (apartado 8.1.2).

8) VARIACION DE LAS ACTIVIDADES HAT Y HD EN LA CURVA DE
CREICIMIENTO DE LEVADURA.

Se han realizado estudios para conocer la variación de la 
acttividad total de las HAT (AI, AII, BI y BII), así como de la 
H;D„ a lo largo de la curva de multiplicación celular del cultivo
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§j§E£!2§E2íDY£í?§ Con este objeto se aplicaron a 2 1
de medio líquido» 10 g de células de un cultivo previo de 
levadura mantenido en fase estacionaria durante 65 h. Las 
células se recogieron a distintos tiempos de cultivo (1, 2.5, 5, 
B» 24- y 65 h, respectivamente desde el inicio del cultivo), 
reuniéndose las fracciones correspondientes a las HAT A, BI y 
BII separadas en las cromatografías en DEAE-Sepharose <en las 
condiciones descritas en el apartado ¿+.2.2 de materiales y 
métodos) y cuantificéndose la actividad enzimática total 
mediante análisis fluorográfico de la incorporación de 
radiactividad sobre las histonas por las HAT. A cada uno de los 
tiempos de cultivo estudiados se determinó
espectrofluorimétricamente, la cantidad de DNA en los extractos, 
con objeto de poder comparar entre sí l.os resultados de 
actividad enzimática total obtenidos para cada HAT.

En las figuras 28 A y B se presentan los resultados de 
densidades ópticas integradas correspondientes a la acetilación 
enzimática de las histonas. Las actividades que corresponden a 
HAT AI y HAT AII se cuantificaron midiendo la incorporación que 
se produce, respectivamente sobre H2B y H3, de las histonas 
incubadas con la actividad HAT A (ver fig. 22). En la figura 28 
A se puede observar que en la actividad correspondiente al 
enzima HAT AII se produce un incremento importante de la misma 
durante los primeros momentos de la curva de crecimiento (fase 
exponencial), disminuyendo después sensiblemente durante la fase 
estacionaria. Por otra parte, en la curva correspondiente a la 
HAT AI también existe un aumento de la actividad enzimática



m g  d n a
□ HAT-AI -  3.2

O--— o HA T-A I I

2.4

0.8
hO

D.O.l.(u .a)

0.3 m g  d n a

□ HAT-BI

o -oHAT- BII

0.23 . 2

■u"

2.8
0.1

- - ■ o

4 8 12 20 24 6516

t Cultivo (h )

Figura EB.- Actividades totales histona acetiltransferasa en función del tie«po de cultivo de la levadura.^) 
Densidad óptica integrada (D.D.I.) por iq de DNA del extracto inicial, de las actividades HAT AI y
HAT AII a diversos tieipo de cultivo, ít--- •) concentración de levadura. B) Densidad ^óptica
integrada (D.O.I.í por ig de DNA del extracto inicial, de las actividades HAT BI y HAT BII a 
diversos tietpos de cultivo, (t ♦) concentración de levadura.
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total a tiempos de cultivo entre O y 5 h, aunque este incremento 
es mucho menor al que se produce en la HAT AII. A tiempos de 
cultivo mayores» la actividad de este enzima disminuye del mismo 
modo a como ocurre con AII» permaneciendo prácticamente 
constante en fase estacionaria de crecimiento (entre B y 65 h ).

En la figura SB B se ha representado la variación de las 
actividades HAT BI y HAT BII» a los tiempos de cultivo señalados 
en la curva de crecimiento. En esta figura podemos observar que 
la actividad correspondiente a BI disminuye parcialmente durante 
la fase exponencial de crecimiento, entre O y 5 h de cultivo» 
aumentando posteriormente en fase estacionaria, entre las 8 y 65 
horas. Por el contrario, la actividad del enzima BII se 
incrementa desde el inicio de la curva de crecimiento (de O a 5 
h), reduciéndose posteriormente a .tiempos mayores, entre las B y 
65 h, en fase estacionaria.

Finalmente se determinó la actividad total del enzima HD, 
obtenido mediante cromatografía en DEAE-Sepharose a los 
distintos tiempos de cultivo, cuantificándose dicha actividad 
por medida de la radiactividad enzimática liberada de las 
histonas marcadas, en las condiciones descritas en el apartado 
10 de materiales y métodos. En la figura S9 se presentan los 
resultados de dicha actividad HD, a los tiempos de cultivo 
indicados, por mg de DNA de los extractos iniciales. En esta 
figura se puede observar una rápida disminución en la actividad 
HD total durante la fase exponencial de crecimiento (entre las 0 
y 5 h del inicio del cultivo), incrementándose posteriormente de 
forma lenta durante la fase estacionaria, entre las B y 65 h de
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cu 11 i vo .

De los r e s u l t a d o s  o b t e n i d o s  en este apa rt ado es imp or ta nte 

señalar que el inc remento que se p r o d u c e  en la a c t i vi dad HAT AII 

(acetila a H3 y HA en n u c l e o so ma s), es c o n s i d e r a b l e m e n t e  

superio r (unas 50 veces mayor) que el que ocur re  en la HAT AI 

(acetila a HEB y HEA en nu c l e o s o m a s ) ,  al pasar de fas e

es ta c i o n a r i a  (inicio del cultivo) a fas e exp one ncial . Esto

podría sug erir que a u nq ue las dos a c t i v i d a d e s  p u d i e r a n  estar

implicadas (ambas a u m e n t a n  en fase e x p o n encia l)  en los pr o c e s o s  

b i o l ó g i c o s  (repl ic ac ión y t r a n s c r i p c i ó n  del DNA, s í n t e s i s  de 

histonas, etc.) que se p r o d u c e n  en fase e xp onencia l,  sería 

p o s i b l e m e n t e  la HAT AII la que p o d r í a  estar incidiendo más en 

los mismos. Estos r e s u l t a d o s  s e r í a n  c o m p a t i b l e s  con los

o b s e rv ad os en levadura (Marian y W i n t e r s b e r g e r , 19BE) o en

Ebiísarum eg l_¿cegha l_um (Waterborg y Matth ews, 19B3 y 198A), que 

indican una d i f e r e n c i a  fun ci onal importante  e n tre la

aceti 1ación-desaceti 1aci ón  de las h i s t o n a s  H3 y HA, re s p e c t o  a

la de HEA y H E B . Wat e r b o r g  y M a t t h e w s  (19B3) p o s t u l a n  además, 

que la regi ón N- terminal no a c e t i l a d a  de H3 y HA, estabi 1 i zaría 

la e s t r uc tura de 3A nm de la c r o m a t i n a  inactiva y que la 

a c e t il ac ión de las mismas es t a r í a  implicada e s p e c í f i c a m e n t e  en 

la s í n tesis  de R N A . Sin embargo, la re gi ón  N-term inal de HEA y 

HEB podría  estar estabi 1 izando la e s t r u c t u r a  de la cro m a t i n a  

activa cuando las i n t e r a c c i o n e s  de H3 y HA est án li ber ada s por 

la acetilación. La m o d i f i c a c i ó n  de esta r e g i ó n  es taría  

relacion ad a con otras p o s ibl es  f u n c i o n e s  biológicas.

T a m bién se pu ede observar, por otro lado, un c o m p o r t a m i e n t o
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diferencial de la actividad HAT BI y HAT BII a lo largo de la 
curv.a de crecimiento. Esto indicaría que» aunque ambas 
actividades acetilen preferentemente a la histona HA» serían 
posiblemente dos enzimas diferentes» que tendrían funciones 
biólloigicas distintas. Por otra parte» como hemos indicado más 
arriba, la actividad HAT BII aumenta durante fase exponencial, 
en donde la multiplicación celular es muy activa, disminuyendo 
posteriormente en fase estacionaria. Estos resultados están de 
acuerdo con la hipótesis postulada por distintos autores, que 
sugieren que la actividad HAT B específica para la histona HA en 
eucariotas, acetilaría en el citoplasma a las histonas recién 
sintetizadas (Garcea y Alberts, 19B0; Wiegand y Brutlag, 19B1), 
estando esta modificación relacionada con el proceso de la 
deposición de las histonas, y en el ensamblaje posterior de las 
mismas en nucleosomas, durante la replicación del DNA (Waterborg 
y fMatthews, 19B3; Al lis et aJL . , 19B5; Ch i coiné et al.. , 19B6).

También cabe señalar que el notable aumento de la actividad 
HAT AII, durante fase exponencial, podría ser el principal 
responsable del incremento en la acetilación enzimática total 
observado durante esta fase, en los extractos eluídos con una 
fuerza iónica de 0.35 M, en las cromatografías en DEAE—Sepharose 
mostradas en el apartado A.2.

Finalmente cabe reseñar que si, como sugieren Hay y Cándido 
(19B3), la acetilación de las histonas está implicada con los 
procesos en los que se requiere una accesibilidad a los 
nucleosomas alterada (transcripción, replicación del DNA, 
recambio de histonas, etc.), sería razonable pensar que el nivel
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de acetilación aumente durante la fase exponencial, para lo cual 
sería lógico qiue, al menos, la actividad total HD no aumentase 
durante ésta. Nuestros resultados indican que esta actividad 
parece disminuir durante fase exponencial, lo que estaría 
aparentemente ide acuerdo con la hipótesis anterior.
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El estudio de las actividades histona aceti 1transferasa de 
Saccharomyces cerevisae, en el presente trabajo» se ha llevado a 
cabo utilizando procedimientos de extracción descritos por 
diversos autores para la obtención de HAT de distintos 
organismos eucarióticos. Estos procedimientos han sido» en 
concreto» la precipitación proteica con (NH<+) sSO**» el 
fraccionamiento de las proteínas con el 10 y EOVt de 
polietilénglicol (PEG) y la u 1tracentrifugación en presencia de 
0.5 M de NaCl.

Aunque las gráficas de actividad HAT obtenidas por los
distintos métodos de extracción y mostradas en este trabajo» son
el resultado de experimentos concretos» han sido realizadas en 
todos' los casos varias extrace iones» obteniéndose resultados 
semejantes en todos ellos.

En el presente trabajo de investigación se ha introducido
un nuevo método de análisis de los picos de actividad HAT
presentes en los eluídos cromatográficos. En efecto» el análisis 
de las manchas fluorográficas correspondientes a la acetilación 
enzimática de las histonas» convenientemente corregido con el 
analizador de imágenes IBAS E000» realizado a lo largo de todo 
el perfil de actividades» medidas convencionalmente» constituye 
en cierto sentido» una originalidad metodológica. Este 
seguimiento de la evolución de la acetilación de cada histona» 
aunque pueda parecer en principio una complicación innecesaria» 
ha demostrado ser de gran utilidad en la detección de 
actividades enzimáticas con especificidad diferente» que de otra 
manera, hubieran sido dificilmente observables.
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Con cotbjeto de comprobar la bondad del método de análisis se 
ha realiz«acdo¿ como ejemplo» la medida de una cromatografía en 
DEAE-Sephiarrose de un extracto proteico precipitado con sulfato 
amónico. En este caso» la cuantificación de las bandas 
f luorográif iicas, así como la cantidad de histonas en el gel 
teñido coDm azul Coomassie» se ha repetido hasta 10 veces. En la 
figura 330) se presentan los resultados de incorporación de 
rad i ac t i wi.dad sobre las histonas» referida a la cantidad de cada 
una de elllias presentes en el gel de po 1 iacr i lamida» así como la 
desviacióóm estándar de los valores» representada por las barras 
de errorr.. Como se puede observar, el análisis fluorográfico del 
perfil dee actividad, mediante barridos de los picos enzimáticos, 
permite cobtener resultados fiables respecto a la presencia de 
actividacdes HAT en estas cromatografías, ya que las desviaciones 
son en ggemeral muy pequeñas.

Est6e procedimiento de análisis posee una ventaja adicional 
importamt«e, que surge del hecho de que en algunas cromatografías 
se observa la presencia de proteolisis, especialmente en la zona 
del graadiente de NHí.C1, donde eluye el pico de actividad HAT A. 
Este innconveniente puede ser evitado mediante el análisis 
fluorogrráfico, ya que» en cada caso, la incorporación está 
referidaa a la cantidad de histona presente, lo cual evita la 
infravalloración de alguna de las actividades enzimáticas.

Porr otra parte, se ha observado que mediante esta 
metodolcogía se podrían diferenciar isoenzimas muy parecidos 
entre ssí, o con puntos isoeléctricos similares, como ocurre 
sobretoodo en el caso de las HAT AI y HAT AII, que eluyen en el
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Figura 30.- Cromatografía en columna de DEAE-Sepharose CL-6B (3 x IB cm) del extracto proteico precipitado con 
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la imagen fluorográfica» así como de la cantidad de histona presente en el gel teñido con azul
Coomassie» se repitió 10 veces. Las barras de error representan las desviaciones estándar de estas
medidas.
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gradiente de fuerza iónica en forma de un pico de actividad 
único. Es importante señalar que» en levadura, cada actividad 
HAT parece tener una especificidad casi exclusiva para un tipo
de histona. En concreto, la HAT AI acetilaría con histonas
libres a HEB, las HAT AII y BII modificarían tan sólo a las
histonas H3 y H^, respectivamente y, por último, la HAT BI 
acetilaría a H4 aunque quizás también y minoritariamente a H3. 
Así, en la figura 31, se muestran cuatro fluorografías 
correspondientes a carreras electroforéticas de incubaciones 
seleccionadas de enzimas HAT AI, AII, BI y BII, con histonas de 
levadura, pudiéndose observar esta especificidad casi exclusiva 
por una sola histona. No ha sido observada ninguna actividad HAT 
que acetile a la histona HEA en levadura. Esto podría ser 
debido, como se ha apuntado anteriormente, a que en esta histona 
el número de grupos acetilo que puede ser incorporado ir\ y¿vo es 
solamente uno (o más improbablemente dos), mientras que en el 
resto de las histonas pueden ser incorporados hasta cuatro
grupos acetilo. Además, la acetilación que se produciría en esa 
posición sería de muy baja intensidad, de acuerdo con los 
resultados de Nelson (198E) mediante incubación de protoplastos 
de levadura con í3H]acetato. Posiblemente, el enzima que 
acetilase a HEA de levadura sería la HAT AI» puesto que con 
nucleosomas de eritrocito acetila tanto a la histona HEA como 
HEB, mientras que con histonas libres acetila tan sólo a la HEA 
de eritrocito.

La detección de enzimas HAT con especificidad casi 
exclusiva por una única histona, contrasta con la mayor parte de
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Figura 31.- Selección de carreras electroforéticas de las actividades histona acetiltransferasa de levadura.A) Tinción 
de los geles con azul Cooaassie. B) Flurografía de los tisaos geles.
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los resultados obtenidos por otros autores» sobre histona 
acet:i 1transferasas de diferentes organismos eucarióticos. En 
concreto, la existencia de una HAT específica para la histona 
HSB no había sido nunca descrita hasta el momento. Asimismo» una 
•HATT específica para la histona H3 sólo había sido descrito para 
el craso de un organismo vegetal (Sendra et al..» 19B6). La 
siltujación más generalizada se corresponde» por el contrario» con 
la obtención de enzimas HAT con capacidad de acetilar varias o 
toldáis las histonas (tabla I). No se puede descartar» sin 
emlbcargo» la posibilidad de que» al igual que el pico HAT A 
obitenido en los extractos de levadura» alguno de los enzimas 
deísccritos» sean en realidad» combinaciones de isoenzimas muy 
se?rmejantes entre sí. De cualquier modo» resulta imposible 
pr’ecdecir si nuestros resultados pueden ser extrapolados a otros 
orrg,anismos eucar iót icos» fundamentalmente debido a que la 
levadura podría constituir quizás un caso especial en este
grru:po» ya que las histonas de su cromatina se encuentran entre 
laas. más altamente acetiladas. Por tanto» el sistema enzimático 
dee aceti 1ación-desaceti 1ación de las histonas podría ser algo 
diistinto en este organismo en relación a otros organismos
eiucar iót i eos .

En base a nuestros resultados, se puede deducir que en los 
siistemas biológicos parece existir una mayor complejidad que la
reeflejada en una buena parte de trabajos realizados, en los que
téan sólo se describe la presencia de un isoenzima HAT de cada 
uuno de los tipos que existen, nuclear y citop1asmático. Sin 
eembargo, más recientemente, esta complejidad se está poniendo de
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manifiesto como lo demuestra la descripción en hígado de rata de 
hasta cuatro isoenzimas HAT (Yukioka et al.» 198¿t) o de al menos 
tres isoenzimas en Artemia s a ( E s t e p a  y Pestaña» 1983).

Esta complejidad se ve aumentada además» por el hecho de 
que en función del sistema de extracción y purificación 
empleados, diversos autores han descrito para un mismo sistema 
biológico un número diferente de isoenzimas presentes y/o con 
carácterísticas bioquímicas distintas. Así, por ejemplo, en 
hepatoma de rata, Garcea y Alberts (1980), mediante 
precipitación con polietilénglicol, han señalado la presencia de 
un solo enzima nuclear, que acetila a H¿f>H3>HEB>>H2A con 
histonas libres y a >H2A=H2B>H3 con nucleosomas. Fukushima et 
al. (1980), en núcleos de hígado de rata obtienen asimismo, 
mediante ultracentrifugación en presencia de KC1 0.6 M, un solo 
enzima que acetila, con nucleosomas, a las histonas H¿*>>H3>H2B. 
Por otra parte, Wiktorowicz y Bonner (1982), en este mismo 
material biológico, mediante extracción con NH*.C1 O.A M y una 
extensa purificación posterior, obtienen un enzima con 
especificidad frente a histonas libres algo distinta a la 
descrita por Garcea y Alberts (1980), puesto que acetila a 
H3>H¿t>H2B>H2A>H1 . Sin embargo, Yukioka et al_. (198^), mediante 
ultracentrifugación en gradiente de sacarosa, han descrito la 
presencia de al menos dos enzimas en los núcleos de hígado de 
rata, denominados como NI y NII. Finalmente, Libby (1980), en 
este mismo sistema biológico, obtiene también dos isoenzimas, 
mediante precipitación con (NH*.) al 55 Y* de saturación, pero
con diferente especificidad por las histonas que las descritas
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por Yulkioka et al. (198*0 (ver tabla I).
Ein levadura, en los extractos obtenidos por precipitación 

con <N\IH**) ESO**, ul tracentr ifugación y precipitación con el 10% de 
PEG, se obtienen cuatro isoenzimas HAT (AI, AII, BI y BII), 
aunque? la proporción de los mismos es distinta en los tres 
procectiimientos. Concretamente, la actividad HAT BI parece 
enconttrarse en una baja proporción en la fracción de la 
ul tracentr ifugac ión si se le compara, por ejemplo, con la 
activiidad en el precipitado con sulfato amónico. Un caso 
especiial lo constituye el extracto precipitado con PEG al 20%, 
en el que no se observa la existencia del enzima específico para 
H3 (HÉAT AII). Por tanto, sería aconsejable el uso de distintos 
procecdimientos de extracción, eliminando así los inconvenientes 
obserwados al utilizar tan sólo uno de ellos, para conocer el 
númerco y tipo de isoenzimas HAT presentes en un organismo 
eucar:iótico determinado.

ILa complejidad mostrada en el sistema enzimético de 
acetii lación-desacetilación de las histonas en levadura, quizás 
prese?nte también en los demás eucariotas, podría estar de 
acuerdo con la hipótesis de que esta modificación estaría 
relacionada con diversas funciones biológicas. Hay y Cándido 
(19B33 a y b) sugieren que la acetilación de las histonas podría 
no estar implicada en una función biológica concreta, sino que 
facillitaría todos aquellos procesos en los que se requiera una 
accesibilidad alterada de los nucleosomas en la cromatina.

Entre los procesos con los que la acetilación ha sido 
relacionada, cabe destacar, por la abundante bibliografía
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acumulada» la de la sintesís de RNA durante la transcripción» la 
deposición de las histonas y el ensamblaje de las mismas en 
nucleosomas» la maduración y reorganización de la cromatina y la 
sustitución de histonas por proteínas especificas (como ocurre 
por ejemplo con las protaminas durante la espermatogénesis de 
ciertos eucariotas). En los organismos eucariótieos» y 
posiblemente también en levadura» el que se produzca uno u otro 
proceso biológico» podría quizás estar regulado por la 
acetilación de histonas específicas producida por distintas 
actividades HAT. Así» por ejemplo» Waterborg y Matthews <1983 y 
198*0 han sugerido que la modificación de las histonas H3 y H** 
podría estar implicada directamente con la transcripción del 
DNA» mientras que la que se produce en H2A y H2B estaría 
relacionada con una función distinta» tal vez con la replicación 
del DNA. Estos autores han indicado diferencias apreciables en 
el recambio de grupos acetilo» en estas histonas» durante las 
fases S y GS del ciclo celular de Physarum 2.oHce^halurn. En 
nuestro estudio se ha podido observar una variación diferencial 
en las actividades HAT, durante la curva de crecimiento de la 
levadura. La actividad enzimática HAT AII (que acetila a H3 y H*t 
en nucleosomas) aumenta sensiblemente respecto a la HAT AI (que 
acetila a H2B y H2A en nucleosomas), al pasar de fase 
estacionaria a fase exponencial. En esta última fase la 
actividad metabólica es muy superior a la de la fase 
estacionaria, especialmente los procesos de replicación y 
transcripción del DNA. Del mismo modo, la actividad HAT BII 
parece aumentar durante la fase exponencial, coincidiendo con el
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incremento en la división celular. Este aumento estaría 
posiblemente de acuerdo con la función atribuida a este enzima» 
de acetilar a las histonas en el citoplasma cuando éstas son 
sintetizadas» facilitando la deposición de las histonas y el 
ensamblaje de las mismas en nucleosomas durante la replicación 
del DINA.

Recientemente se ha sugerido que no sólo el tipo de histona 
acetilada, sino incluso la posición del residuo modificado» 
podría estar relacionada con funciones biológicas concretas. Así 
por ejemplo» se ha descrito que el residuo 5 de lisina en 

q o 1_j_ceghal.um (Pesis y Matthews, 1986) o el residuo 11 
en letrahymena termoqhi_l_a (Chicoine et al-» 1986) de la histona 
HA» son preferentemente acetilados durante la deposición de las 
histonas y el ensamblaje nucleosomal. Por el contrario» el
residuo 7 de HA en Tetrahymena parece estar aceti lado 
preferentemente durante la transcripción del DNA (Chicoine et 
al^., 1986). Finalmente» los residuos 5 y 12 de la histona HA en
testículo de Seqi.a of f ¿c ina l_i.s» se encontrarían acetilados en el
proceso de sustitución de las histonas por protaminas» durante 
la espermatogénesis de este organismo (Coúppez et al.» 1987). Es 
sugerente pensar que la acetilación diferencial de estos 
residuos de lisina de la histona HA» podría ser llevada a cabo 
por distintas aceti 1transferasas» y que la mayor o menor 
actividad de estos enzimas podría estar regulando de algún modo 
los distintos procesos biológicos. No sería entonces
sorprendente encontrar, como ocurre en levadura, más de una 
actividad HAT específica para un tipo determinado de histona, en
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la cromatina.
Podemos por último indicar que» aunque no se conoce si la 

acetilación de las histonas es causa o efecto de la mayor 
relajación de la cromatina» el hecho de que se haya llegado 
evolutivamente a una situación tan compleja (en la que estaría 
implicada tanto la(s) actividad(e s ) HAT como la(s) actividad(es) 
HD) y a  la vez tan exquisitamente definida» en cuanto a su 
especificidad» permite augurar importantes funciones para esta 
modificación reversible de las histonas.



RESUMEN
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La(s) función(es) biológicas de la acetilación de las 
histonas en los organismos eucarióticos no se conocen totalmente 
hasta el momento. Un conocimiento más intenso en la regulación 
del nivel de acetilación podría ayudar a comprender el papel 
biológico de esta modificación covalente en las histonas.

Este proceso está gobernado por la acción opuesta de las 
actividades histona aceti 1transferasa e histona desaceti lasa. En 
el presente trabajo se ha estudiado la actividad HAT, 
completándose asimismo el realizado con la HD (Sánchez del Pino, 
1987), en la levadura Saccharomyces cerevisiae. Para la 
obtención de las actividades HAT y HD se han empleado tres 
procedimientos: precipitación con (NH^)sSO^ al 90% de
saturación, precipi tac ión diferencial con el 10 y 20% de PEG y 
u 1tracentrifugación en presencia de NaCl 0.5 M, de extractos 
proteicos obtenidos a partir de protoplastos de levadura lisados 
en tampón hipotónico. En el procedimiento de ultracentrifugación 
se obtiene un rendimiento enzimático superior ya que se evita la 
utilización de tampones de alta fuerza iónica o concentraciones 
proteicas elevadas.

Para la determinación de los isoenzimas HAT se ha utilizado 
la cromatografía en DEAE-Sepharose, la cual permite eliminar la 
mayor parte de los ácidos nucleicos presentes en los extractos, 
a la vez que retiene la totalidad de los enzimas HAT presentes 
en levadura.

Los ensayos de actividad enzimática se han realizado a un 
pH de 7.9 y 37 °C de temperatura, durante 20 min y a una 
concentrae ión de NHcXl en el medio de incubación entre 100 y 300
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mM. Estas condiciones permiten obtener un máximo en la actividad 
enz irmáat ica, así como atenuar en los ensayos la i ncorpor ac i ón de 
radiéactividad debida a la acetilación química de las histonas 
por te]I acetil CoA.

Mediante cromatografía en columna de DEAE-Sepharose de los 
cuatro tipos de extractos proteicos y el análisis de las manchas 
fluoirográficas correspondientes a la acetilación enzimática de 
las Ihistonas, convenientemente corregido mediante el analizador 
de imágenes y realizado a lo largo del perfil de actividades 
enzi.móticasi se puede concluir que en la levadura Saccharomyces 
E?L^vi_siae existen, al menos, cuatro actividades histona 
acetti 1transferasa, a las que hemos denominado HAT AI, HAT AII, 
HAT. BI y HAT BII, con diferente especificidad por las histonas. 
La H A T  AI acetila específicamente a la histona H2B en levadura 
(H2A} en el caso de eritrocito) y en mucha menor proporción a H¿t. 
La HAT AII modifica exclusivamente a la histona H3 tanto con 
histtonas de levadura como de eritrocito. Los enzimas HAT BI y 
HAT BII acetilan ambos específicamente a H¿+, con histonas 
homtálogas o histonas de eritrocito, aunque la BI parece acetilar 
tamtbién con baja intensidad a H3.

Los estudios de especificidad con nucleosomas de eritrocito 
indiican que los enzimas AI, AII y BI son activos con las 
hisltonas de nucleosomas, aceti lando a H2A>>H2B, H3>H¿t y a H3 y 
HL Trespectivamente. Por el contrario, la actividad HAT BII no es 
actriva con los nucleosomas.

En los núcleos de levadura se localizan las actividades HAT 
AI,, HAT AII y HAT BI, mientras que el enzima HAT BII es de



222

natuiraleza citop1asmática. La localización subcelular de este 
enzirma, su especificidad por la histona H¿+ y su inactividad con 
nuclieosomas sugieren que este enzima es similar al enzima
citoiplasmát ico B descrito en otros eucariotas.

La extracción fraccionada de las actividades HAT de la 
cromiatina, con 0.0 y 0.5 M en NaCl, indican que el enzima HAT 
AII, y en menor medida AI y BI, se encuentran unidos a
crormatina, formando posiblemente con ésta complejos de masa 
molecular elevada, mientras que el isoenzima BII se encontraría 
en forma libre, lo cual está de acuerdo con la localización 
c i tojplasmát ica del mismo.

Las actividades HAT de levadura son bastante específicas 
para» las histonas, ya que prácticamente no acetilan a otros 
sustratos: BSA, sulfato de protamina, HMG, poli-1—Lys o
pol Laminas. Estas actividades son asimismo poco sensibles a la 
presencia en el medio de incubación de bajas concentraciones de 
DNA..

Por otra parte, la actividad histona desacetilasa eluye en 
las cromatografías en DEAE-Sepharose en forma de un pico único a 
una fuerza iónica similar a la que lo hace la HAT BI. Frente a 
histonas libres marcadas del "core" de eritrocito de pollo, 
libera los grupos acetilo de todas ellas con una mayor 
eficiencia que con histonas en forma de nucleosomas u 
o 1igonucleosomas.

Las actividades HAT AI y AII aumentan durante la fase 
exponencial de la curva de crecimiento de levadura, disminuyendo 
posteriormente en fase estacionaria. Sin embargo, el incremento
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que se produce en la HAT AII es considerablemente superior (unas 
50 veces mayor) al que ocurre en la HAT AI» lo cual sugeriría 
que ambas actividades podrían estar implicadas en funciones 
biológicas diferentes. También existe un comportamiento 
diferencial de las actividades HAT BI y HAT BII a lo largo de la 
curva de crecimiento» lo que indicaría que» aunque ambos enzimas 
acetilen preferentemente a la histona H4» serían dos enzimas 
distintos relacionados posiblemente con distintos procesos 
biológicos. La actividad HAT BII aumenta durante la fase 
exponencial» en donde la multiplicación celular es muy activa» 
disminuyendo en fase estacionaria. Ello estaría de acuerdo con 
la función atribuida a este enzima de acetilar a las histonas en 
el citoplasma antes de su ensamblaje en nucleosomas. Por otro 
lado» la actividad HD parece disminuir durante fase exponencial 
y aumentar en fase estacionaria.

Por tanto» en los sistemas biológicos la regulación del 
nivel de acetilación de las histonas parece tener una mayor 
complejidad que la observada hasta el momento. En Saccharomyces 
cerevi^siae este nivel estaría posiblemente regulado por el 
conjunto de actividades HAT más que por una única actividad HD 
capaz de desacetilar a las cuatro histonas del "core" 
nucleosomal.
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