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"...la 4investigacion cientifica se basa en un
ciento grado de tensidon, La tension entre Lo que
ya ¢é ha lLogrado y Lo que todavia no 4e ha conse-
guido; o el vacio entre Lo que se conoce y Lo que
Ae debenia conocen. Esta tension es inhenente al
sen humano y por consiguiente es indispensable al

bienestan mental.” SE A

FRANKL, V.E. "Man's search 4on Meaning!lw,

Ed. Henden.



"Llegarnd una é€poca en La que una investigacion
diligente y prolongada sacard a La Luz cosas que
hoy estdn ocultas. La existencia de una s0la perso-
na, aunque estuviera toda ella dedicada al estudio
de La vida, 4senia 4insuficiente para 4investigan
una materia tan vasta...por Lo tanto este conoci-
miento 46fo podra sen desarnollado a Lo Largo de
sucesivas edades. Llegand una época en La que nues-
~trnos descendientes se asombraran de que dignorara-
mos codab que para ellos son tan claras...Muchos
saon Los descubrimientos resenvados para Las Epocas
futuras, cuando se haya borrado todo recuerndo de
nosotrnos. Nuestro univenso seria una cosa muy Limi-
tada 44 no ofreciera a cada época algo que {Evgéﬁi-
gar...la natunaleza no nrevela 4sus misteniod de
una vez para siempre.”

SENECA, Cuestiones Naturales. . - -

Libro 7, Siglo 1
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ABREVIATURAS

—bisacrilamida : N,N’-metilén-bis—-acrilamida.

-BSA : Seroalbumina bovina.
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-DEAE : Dietilaminoetilo.
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-D.0.I. : Densidad dptica integrada;

-EDTA ! Acido etiléndiamino—tetraacético (sal
disdédica).
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—HD : Histona desacetilasa.

-HMG : Proteinas no histonas de alta movilidad
electroforetica.

-LMG : Proteinas no histonas de baja movilidad
electroforeticsa.

-MES : ARcido 2-(N-morfolin)—etansulfonico. v.;—<:u4*~

—MNasa : Nucleasa de micrococo.

-pb : Pares de bases. 3

-PEG : Polietiléng}icol. " "

-PMSF ¢ Fluoruro de fenilmetéan—-sulfonilo.

-PPO : 2,5-difeniloxazol.

-p/v t relacion peso/volﬁmen.



-PVP
—RNasé
—-SDS
-TAU
-TCA
-TEMED
-tris

-v/v

Polivinil pirrolidona.

Ribonucleasa.

Dodecil sulfato sdédico.

Tritén—acido acetico-urea.

Acido tricloroacético.
NsNsN?’,N’—-tetrametil etilén diaﬁino.
g—-amino-2-hidroximetil-1,3—-propancdiol.

relacidén volumen/volumen.
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1) CROMATINA.

En los organismos eucaritticos, el DNA se encuentra
empaquetado dentro del nucleo celular en una compleja estructura
'denominada cromatina. Esta estructura permite que el DNA
eucariodtico esté confinado en un volumen de diametro 10¥ veces
inferior al de su longitud total y, al mismo tiempo, pueda ser
accesible a los diferentes enzimas implicados en los procesos de
transmisién de su informacidn.

Resulta por tanto evidente que para el estudio de los
procesos y mecanismos de control de }a expresion génica, sea
preciso conocer la composicidn y'estructura de la cromatina,
esencialmente desde un aspecto dinamico que permite dar cuenta

de las complejas funciones que posee la misma.
1.1.- Composicién de la cromatina.

Los compoﬁentes de la cromatina son fundamentélmantew:QNA,
RNA y proteinas, si bien 1la mayor parte del éNA no puédé
considerarse como un componente intrinss;o de la misma, ya que
se debe a la actividad transcripcional del DNA vy su ﬁfaporcidn
varia por lo tanto en funcién de la actividad celular.

Las proteinas gque forman parte de la cromatina se dividen

en dos grupos: las histonas, proteinas muy bésicas, de bajo peso



molecular vy asociadas al DNA, que se encuentran en una
proporcidn en peso de 1:1 respecto a éste y, por exclusidn, las
proteinas cromosomales no histonas (PCNH) 4 -grupo muy heterogéneo
qgue incluye  proteinas estructurales, reguladoras y los enzimas
implicados en el metabolismo del DNA, las histonas y el resto de
.componentes de la cromatina.

lLas histonas se han clasificado, atendiendo a su
composicién en aminoacidos,s principalmente en cinco tipos
mayoritarios: Hl, H2A, HEB, H3 y H4 (Bradbury, 1975). Esta
composicion se ha eﬁcontrado en todos los organismos
eucarioticos superiores estudiados (Isemberg, 197%9), si bieﬁ en
los eucariontes inferiores esta norma es mads flexible ya que,
por ejemplo en el caso de 1la levadura, la histona Hl no parece
estar presente (Franco et al.s 1974). En algunos organismoss
existen ademas pequenas variaciones en cuanto a esta
composicidn,-ya gue se han encontrado histonas especificas de
ciertos organismos o tejidos. Esto ocurre en eritrocito de ave
con 1la histona HS (Neelin et al., 1964), la histona &1 en el
esperma de algunos invertebrados marinos (Puigdomenech et al.,
1975) o la histona H1® en determinados tejidos de mamiferos con
baja proliferacién celular (Smith et él., 1984). Estas histonas
especificas parecen sustituir parcialmente a la histona H}.

El estudio de la secuencia primaria de Qn gran nume%o de
histonas purificadas en diversos organismos ha puesto de
manifiesto dos caracteristicas principales en las mismas. Por un
ladosgque las histonas se encuentran entre las proteinas mas

altamente conservadas durante la evolucion, destacando



especialmente el caso de las histonas H3 y H4 (Isemberg, 1979).
Por otro lado, que las histonas poseen una distribucién peculiar
de sus aminoicidos en la cadena polipeptidica.'En las histonasr
.HEA, HEB, H3 y H4, existe una acumulacion de residuos basicos, y
de otros residuos desestabilizadores de 1la a;hélice, en la
regidn N-terminal de la molecula (aproxi&adamente 1/3 de 1la
mismq), obligandole a adoptar una conformacion estadistica
(DeLange y Smith, 1971; DelLange et al., 1972). La regidn
C-terminal posee una cohposicidn de aminodcidos mas equilibrada,
adoptando una estructura globular (Sautiere et al., 1975;
Chapman et al., 1976). La estructura de las histonas Hl, HO vy
similares es distinta, con regiones basicas en los extremos de
lgs moléculas donde se localizan preferentemente también los
résiduos desestabiiizadores de 1la o-hélice (Cole, 1977),
adoptando una conformacion estadistica (Johnson et al., 1974) vy,
por otro lado una zona globular central (Hartman et al., 1977).
Las proteinas cromosomales no histonas se definen come las
proteinas 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 estén siendo
sometidass las proteinas HMGB (High Mobility OGroup). Estas
proteinas se caracterizan por su elevada movilidad
electroforética (Goodwin et al.s 1973; Johns, 1982), y por ~‘una
elevada proporcién en residuos bdsicos y acidos que llega a sgr
de m&s del 50% del total (Goodwin et al., 1978: walker{ 1982).
Las HMG han sido descritas en diversos organismos y tej}do;. en

eucariontes superiores (revisidn de Mayes, 1982) mientras que en



eucariontes inferiores, como la levadura, la presencia de estas
proteinas no esta plenamente confirmada (Spiker et al., f978;
Weber. y Isemberg, 1980; Estruch et al, 1980). Las proteinas HMG
se han englobado en dos grupos principales que difieren en el
peso molecular y en él tipo de interaccidén 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 al., 1980) y que parecen interaccionar con
el DNA "linker" (revisién de Eink vy Bustin, 1985), y un segundo
grupo, las HMG de bajo peso molecular (alrédedor de 10000), Qque
incluye a las HMG-14 y HMG-17 (Walker et al.s 1979 a y b) y que
podrian interaccionar con el DNA en el ‘“core" nucleosomal
(revisién de Eink y Bustin, 1985). Diversos autores han sugerido
que estas proteinas podrian estar asociadas, en su conjunto, con
la cromatina activa de los organismos eucariontes (revisién de

Goodwin y Matthews, 1982).

1.2.- Niveles de organizacidn de la cromatina.

En 1los ultimos aros se ha desarrollado un vertiginoso
avance en el conocimiento de 1a estructura de la cromatina de
organismos eucaritdticos. Para dicho estudio se han wutilizade
diferentes e independientes procedimientos de investigacion .como
son microscopia electrénica (Woodcock, 19733 O0Olins y DOlins, .

1974), estudios de digestioén con nucleasas (Hewish y Burgoyne,



19733 Noll, 1974 a; Shaw et é;., 1976) vy diversas técnicas
fisicas Y bioquimicas (Kornbergs, 1975; Felsenfeld, 1978;
Igo-Kemenes et al., 1982; McGhee vy Felsenfeld, 1980). EI1
conjunto de estos estudios ha 1llevado a proponer una estructura
6;ra la cromatina en la que dos copias de las histonas H2A, HZ2B,
H3 v H4 y una copia de H1l, organizan al DNA en wuna unidad
regularmente repetida, representada generalmente a modo de

cuentas de un collar, cuya unidad monomérica se denomina

nucleosoma (Kornberg, 1974; Oudet et al., 1973).

1.2.1.- Organizacién del nucleosoma.

El nucleosoma estad formado por el octamero de histonas
(HEA, HeBy, H3, H4)ey, por 1la histona H1l, vy por una longitud
variable de DNA que oscila alreéedor de 1los 200 pb. Mediante
estudios de digestién con nucleasés se ha demostrado que en esta
estructura no todo el DNA se encuentra igualmente asociado con
las histonas. Asi, a tiempos de digestidn moderadamente largos,
el tamario del DNA disminuye, estabiliz&andose en unos 160::pb:
Esta estructura, denominada por Simpson (1978) "crométosoma“,
incluye a la histona Hl. Al aumentar el tiempo de digestion el
tamarno del DNA continua reduciéndose hasta ilegar a un bu5€o mas
estable, de 146 pb, que contiene al octdmero de histonas pero

sin Hl, denominadoc "core" nucleosomal (Lutter, 1979; Simpson y

Kunzler, 1979; Bryan et al., 1979; Prunell et al., 1979).



Las observaciones iniciales realizadas mediante microscopia
electrdnica de las particulas "core" sugerian que éstas poseian
forma esférica (Olins y Olins, 1974; Woodcock et gal., 1976) vy
que el DNA entraba y salia de la particula por un mismo lugar
(Olins et al.s 1977). Sin embargo resultados posferiores
obtenidos por difraccién de rayos X (Finch et al., 1977;
Richmond et al., 1984) y dispersidon de neutrones (Pardon et al.,
19773 Richard et al., 1977) estaban ma&s de acuerdo con una forma
discoidal de unos 5.7 nm de altura por 11 nm de didmetro. E1 DNA
nucleosomal, estabilizado por la presencia del octéamero de
histonas, describiria 1.75 vueltas de superhélice a izquierdas,
mediante una curvatura del eje de su hélice, y 1la histona HI
interaccionaria con @20 pb adicionales de DNA. Los cromatosomas
se encontrarian unidos entre si por un DNA de tamarfo variable,
entre 10 y 100 pb, dependiendo del origen bioldgico de la
cromatina estudiada, denominado DNA espaciador o DNA "linker"
(revision de Lilley y Pardon, 1979).

Numerosos autores han sustentado durante largo tiempo la
idea de que las regiones N-terminal, altamente basicas, de las
histonas eran los sitios primarios de interaccién con el DNA y
que 1la regidén globular central estaba implicada en las
interacciones histona-histona (revisiones de Lilley vy Pardon,
1979; y de Sures vy Gallwifz, 1982). Sin embargo, en la
actualidad, este modelo simplificado no est4 del todo confirmado
va que mno concuerda con todos los resultados gque se poseen. Asi,
por ejemplo, mediante estudios de digestidén de nucleosomas con

tripsina, que conduce a la eliminacién preferente de las



regiones N-terminal de 1las histonas, se ha observado que la
estructura que psseen los nucleosomas parece verse poco afectada
por este tratamiento (Weintraub y Van Lente, 19743 Weintraub,
1975; Lilley vy Tatchell, 1977; O6Grigoriev vy Krasheninnikov,
1982). Ademas de la influencia que puedan ejercer los residuos
basicos, también se ha sugerido que podrian producirse
interacciones secundarias mediante puentes de hidrdédgeno entre el
enlace peptidico y las bases del DNA (Cary et al., 1982). La
interaccion entre las histonas y el DNA parece pues ocurrir a

través de varios dominios estructurales de aquella.

1.2.2.- Estructuras de orden superior.

Lios cromatosomas descritos bor Simpson (1978), se
encuemtran separados entre si por DNA espaciador adoptando el
conjumto una estructura en 2ig-zagy a una fuerza idnice muy
bajas con un diametro de unos 10 nm, que recibe el nombre de
nucleofilamento (Finch y Klug, 19763 Thoma et al., 1979; Worcel
et al., 1981). Sin embargoy en nucleos en interfase, en
cromosomas metafasicos, o si la fuerza idnica es incrementada,
este mucleofilamento se encuentra mé&s plegado formando una fibra
compacta de apariencia irregular con un diametro aproximado de
30 nm (Pooley et al., 1974; Oudet et al., 19755 Finch y Klug,

1976).. La estructura de esta fibra debe poseer importantes

implicaciones en el mecanismo de regulacidn transcripcional de



la cromatina. Asi por ejemplo, la accgsibilidad de diversas
proteinas por el DNA, podria 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,
19763 Carpenter et al., 1976) consisfe en el enrollamiento del
nucleofilamento de 10 mm sobre si mismo, para formar la hebra de
30 nm o solenoide. La histona Hl se dispondria posiblemente
sobre el DNA "linker", en el interior del solenoide, uniendo
entre si a nucleosomas adyacentes (Butler y Thoma,; 1980; Losa et
al., 1984).

Se han utilizado diversas aproximaciones biofisicas vy
mnrfologicas‘para evaluar la densidad de nucleosomas por unidad
de longitud’ a 1lo 1largo de 1la fibra de 30 nm. El1 numero de
nucleosomas gque existe por vuelta aumenta desde 1 (se trataria
por tanto de la estructura del nucleofilamento) a una fuerza
ionica practicamente cero (Sperling y Tardieu, 1976; Thoma et
al., 1979), hasta alcanzar 1los 6-8 nucleosomas por vuelta a
60-100 mM en NaCl (Campbell et al., 1978; Suau et gal., 1979;
Ermgel et al., 1980; Ausio et gal., 1984), o en presencia de
concentraciones milimolares de Mg®* (McGhee 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 wvuelta (Woodcock et al.s 1984) e incluso hasta 12
nucleosomas por vuelta en la cromatina de esperma de holoturia

del género Thyone a 40 mM en NaCl (Williams et al., 1986).



Respecto a la disposicidn que poseen los nucleosomas en la
fibra de 30 nms Suau et al. (1979) han sugerido un modelo en el
que los bordes cilindricos de 1los nucleosomas estarian en
contacto y por lo tanto, sus caras orientadas perpendicularmente
al eje 'del solenoide. Sin embargoc en algunas micrografias
electronicas se han observado lineas oblicuas o estrias de unos
11 nm a lo largo de la fibra de 30 nm (Rattner y Hamkalo, 1978 vy
1979)s lo que se ha atribuido a una disposicidén en 1la que los
nucleosomas se empaquetarian lateralmente con el diametro del
cilindro nucleposomal paralelo al eje del solenoide (Mc Ghee et
al., 1980; Suau et al., 1979; Widom y Klug, 1985).

Los estudios realizados 'para conocer las fuerzas que
estabilizarian el filamento de 30 nm, han puesto de manifiesto
que las caracteristicas fisicas y quimicas de las regiones
N-terminal de las histonas son tales que podrian no encontrarse
unidas fuertemente al "core" nucleosomal, sino qQue poseerian la
flexibilidad vy 1libertad de movimientos suficientes como para
poder interaccionar con él DNA de una particula "cére“ adyacente
(revisidon de Reeves et al., 1984). McGhee et al. (1980 y 1983),
han sugerido que el contacto internucleosomal mediado por
interacciones 1idnicas entre el DNA vy las histonas podria
estabilizar la fibra solenoidal de 30 nm. Este modelo tedrico ha
sido sustentado por resultados. obtenidos mediante rotura
proteolitica de 1la region N-terminal de las histonas,; ya que
tras este tratamiento 1la fibra de 30 nm gueda desorganizada,
relajandose la estructura de la cromatina (Allen et al., 1982;

Harborne y Allen, 1983).
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1.3.- Cromatina activa.

En la actualidad se tienen aun pocos conocimientos sobre la
exacta estructura de la pequena fraccion de la cromatina que se
encuentra en estado transcripcionalmente activo.

Los resultados mas interesantes en este campo proceden de
la accion de diferentes nucleasas sobre 1la cromatina. Estos
resultados, ademds de demostrar que la cromatina activa presenta
una estructura en general mads relajada que 1la inactivas; 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 1la
cromatina conteniendo genes activos, han sido definidas
funcionalmente por su mayor sensibilidad a 1la digestion con

dichos enzimas (McGhee y Felsenfeld, 1980; Igo-Kemenes et al.,
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19823 Van Holde, 1985). Esta caracteristica parece sugerir que
los nucleosomas en 1los genes activos se encontrarian en una
conformacién alterada, mas abierta, haciéndolos mas accesibles a
los enzimas que los de genes no activos (Weisbrod, 1982).

La primera de las endonucleasas utilizada en estos estudios
fue la DNasa Il1. Este enzima produce cortes entre nucleosomas
adyacentes, preferentemente sobre la cromatina activa (Marushige
y Bonner, 1971), lo que ha permitido su fraccionamiento. La
digestidn suave con DNasa II solubiliza un material que puede
ser fraccionado por precipitacidn con Mg®*. La fraccion soluble
en Mg®* se corresponde con regiones activas de la cromatina
(Funderud y Haugli, 1977) observandose que estas regiones se
encuentran organizadas en unidades repetitivas enriguecidas en
proteinas cromosomales no histonas. Los nucleosomas liberados
presentan ademds un coeficiente de sedimentacidn mayor que el de
los nucleosomas de cromatina inactivas 1lo que se ha atribuido a
la preéencia de -RNA naciente (Gottesfeld y Butler, 1977). En la
actualidad 1la DNasa Il esté siendo reemplazada en el estudia de
la cromatina activa por otros enzimas debido a las dificultades
que presenta en su utilizacidn (Weisbrod, 1982; Igo-Kemenes gﬁ
al., 1982).

Las endonucleasas que mas se han utilizado han sido la

DNasa I y la nucleasa de micrococo (MNasa). La DNasa I, que
reconoce caracteristicas estructurales internas de los
nucleosomas, degradae . preferentemente genes activos o

potencialmente activos debido, posiblemente, a la presencia de

una estructura nucleoprotéica alterads.
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La DNasa 1 parece reconocer al menos tres aspectoss o
niveles, diferenciales en la estructura de la cromatina activa.
Weintraub y Groudine (1976) mostraron que el gen de la ﬁ—globina'
es preferentemente sensible a la digestidn por DNasa I en
nucleos de eritrocito de pollos mientras que el mismo gen es
resistente al enzima en nucleos de ceélulas de oviducto en donde
el gen se encuentra inactivo. Del mismo modo se ha observado que
el gen de la ovoalbumina en sensible a la nucleasa en celulas de
oviducto pero no en eritrocito (Garel y Axel, 1976). Este primer
nivel, por tanto, estaria relacionado con la mayor sensibilidad
intrinseca que poseen los genes en transcripcion frente a este
enzima.

Un segundo nivel de sensibilidad a. la DNasa I ha sido
definido ﬁor determinaciones del grado de digestidon de los genes
activos y de regiones no codificadoras adyacentes a éstos
(Bellard et al., 1980). En el <caso de 1la o y fi—globina en
nicleos de eritrocito de pollo, Stadler et gl.‘ (1980 a) han
observado que estos genes se encuentran en una estructura
altamente sensible a 1la nucleasa, mientras que una region no
codificadora adyacente de unos 20-50 Kpb se encuentra organizada
en una estructura moderadamente sensible a la DNasa I. Se ha
postulado que este efecto podria ser el resultado de cambios en
la estructura del filamento de 30 nm de 1la cromatina, que
alcanzarian 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 nldcleos de células de Drosophila

melanogaster que habian sido sometidas previamente a un choque
térmico. Como resultado de dicho choques o de otros tipos de
estrés, se produce la activacion 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 digestidn con DNasa 1. Estos
sitios son un orden de magnitud mas 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 micrococos que reconoce preferentemente el
DNA espaciadors ha sido ampliamente utilizada para el estudio de
la cromatina activa. Los primeros resultados obtenidos parecian
indicar que este enzima no distinguia entre la estructura de
genes activos e inactivos, cortando a ambos tipos de regiones en
fragmentos multiméricos de 200 pb con 1la misma sensibilidad
(Weintraub y Groudine, 1976; Garel y Axel, 1976; Gottesfeld .y
Melton, 1978). ©Sin embargo, posteriormente se demostrd que la
por la MNasa era al menos parcialmente, funcidn del grado de
transcripcion (Reeves y Jones, 1976; Reeves, 1976, 1977). Una
correlacion similar se ha observado en digestiones de genes
ribosomales de oocito durante la oogénesis (Reeves, 1978).

En su conjunto, estos resul tados demuestran que 1la
cromatina activa es, en general, mas accesible que la inactiva,
pero nada explican sobre 1las causas moleculares de estea

peculiaridad.
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1.3.2.- Posicionamiento de nucleosomas.

Una importante cuestidn aun por resolver es si 1los
nuc leosomas pueden ocupar posiciones especificas en la
cromatina, relativas a 1la secuencia del DNA (revisiones de

Kornberg, 1981; de Igo-Kemenes et al., 19823 vy de Simpson,

1985).
Los resultados obtenidos hasta el presente, aunque
contradictorios, apuntan en muchos €Casos, hacia un

posicionamiento fijo de los nucleosomas (revisidn de Eisenberg y
Lucchesi, 1983), e incluso a una alteracidn de la organizacion
nucleosomal dependiente de 1la actividad del gen en estudio
(Lohr, 1983; Young y Carroll, 1983).

La posicion fija de 1la estructura nucleosomal se ha
relacionados por una parte con las interacciones especificas
entre 1la secuencia del DNA vy las histonas (Mengeritoky vy
Trifonov, 1983), y por otra, con 1la presencia de proteinas
especificas de unidn al DNA que condicionarian la organizacion
nucleosomal a partir de ellas y en ambas direcciones (Linxweiler
y Hortz, 1985). Esta segunda hipdtesis podria relacionar entre
si la presencia de sitios hipersensibles y el posicionamiento de
nucleosomaé con la accesibilidad a proteinas o componentes

reguladores sobre secuencias concretas del DNA.
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1.3.3.- Presencia de proteinas no histonas y de

variantes de histonas.

Diversos métodos bioquimicos de fraccionamiento, combinados
con otras técnicas analiticas, han sido utilizados para
identificar proteinas especificas que se asocian con secuencias
de DNA particulares, que puedan estar implicadas en 1la
regulacidén génica (revisiones de Dynan y Tjian, 1985; y de
Pederson et al., 1986). Asi por ejemplo, Levinger y Varshavsky
(1982 a y b) han demostrado que 1la proteina no histona
denominada D, (Mrz S0000) de Drosophila melanogaster es un
componente de 1la heterocromatina del. DNA satélite, inactivo

5
transcripcionalmente, q;e podria estar implicada en la formacidn
de la estructura altamente cohpacta de esa heterocromatina.

Otro de los tipos de proteinas no histonas descrito por
numerosos autores que parece estar asociado a la cromatina
activa son las proteinas HMG (Reeves, 1984). L.a mayor parie de
las evidencias experimentales, aunque no todas, sugieren que las
HMG estan presentes en una proporcidn superior en genes activos,
o potencialmente activos, de 1la cromatina, pudiendo ser
selectivamente 1liberadas por digestitn con nucleasas (Johns,
1982). Neisbrod y Weintraub (1979) han comprobado que 1la
extraccion de las HMG de 1la cromatina de eritrocito de pollo

elimina la especial sensibilidad del gen de 1la globina a 1la

DNasa 1. Al reconstituir la cromatina con las HMG extraidas, ©
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con HMG-14 y HMG-17 purificades, esta sensibilidad reaparece
(Weisbrod et al., 1980). Sin embargo, en el caso de la cromatina
de cerebro de pollo, la eliminacidn y posterior reincorporacion
de las HMG-14 vy 17 no confiere al gen de la globina de esta
cromatina sensibilidad a dicha nucleasa (Weisbrod, 1982), lo
cual parece indicar que la sensibilidad a 1la DNasa I no es
producida ‘solamente por estas proteinas. Asimismo, mediante
estudios de reconstitucidn de cromatina de ceélulas Hela, no se
ha encontrado correlacidn entre el contenido en HMG de los
nucleosomas Yy su actividad transcripcional. Sin embargo, la
mayor sensibilidad a la DNasa I de las regiones de la cromatina
con proteinas HMG parece ser un fendmeno bastante generalizado,
ya que se da también en cromatina de plantas (Spiker , 1983).

Se ha sugerido que estas proteinas pueden afectar a las
regiones activas, no por cambios en la estructura nucleosomal,
sino participando en un desplazamiento temporal de las histonas
durante 1a‘transcripcién-}Labhart y Koller, 1982; Karpov et al.,
1984).

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 quizds recordar que las histonas son
proteinas cuyas Secuéhcias de aminodcidos han sido fuertemente
conservadas durante la evolucion (revision Wu et al., 1986). Si
pocas han sido las variaciones que la naturaleza ha permitido a
estas proteinas, se deduce que su estructura debe estar

estrictamente acoplada a su(s) funcion(es).
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En contraposiciéon con este hecho, las histonas son una
clase particularmente compleja de proteinas, con una amplia
variedad de especies isoproteéicas Yy ¢nn. una larga serie de
modificaciones postsinteticas (que seran comentadas mas
adelante). Esta circunstancia podria explicarse por el hecho de
que las histonas estan implicadas en varios procesos
fundamentales para 1la célula, como transcripcidn, regulacion vy
replicacion, asi como porque la alteracidon de las secuencias de
las histonas interactua "in situ" con la cromatina, vya que el
recambio de las histonas asociadas al DNA es extremadamente
lento (revisidn 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 aminodcidos (Isemberg, 1979;
Spiker, 1983). La proporcibn' de ciertas variantes de histonas
cambian en momentos especificos del ciclo celular de ceélulas de
mamiferos (Wu vy Bonner, 1982; Wu et al., 1982, 1983; Hatch et
al., 1983), durante la embriogénesis del erizo de mar (Maxson gt
al.s 1983) o durante las etapas del desarrollo de embriones de
pollo (Urbam y Z2weidler, 1983). Sin embargo 1la presencia de
proporciones variables de las variantes de histonas en la

cromatina activa no ha sido aun suficientemente investigada.
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2) CROMATINA DE LEVADURA.

La levadura Saccharomyces cerevisiae es un eucariota
inferior, con un nicleo perfectamente definido, y cuya cromatina
presenta, en general, caracteristicas estructurales %
funcionales seme jantes a la cromatina de 1los eucariotas
superiores. La diferencia mas notable consiste en que sus
cromosomas metafdsicos estén menos condensados, durante el ciclo
celular, que en los eucariotas superiores (Rozyn y Tonino, 1964;
Gordon, 1977), lo que ha sido relacionado con la ausencia de 1la
histonmas Hi. Weber y Isemberg (1980) han sugerido que el peapel
de la histona Hl en la cromatina podria estar desemperado en la
levadura, . al menos parcialmente, pﬁr. una proteina cuya
P

composicién en aminodcidos es similar a las HMG, denominada por
ello como HMGa. |

Las histonas internas de levadura poseen una secuencia de
aminoacidos (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 estructursa

nucleosomal tipice (Lohr y Van Holde, 1975; Nelson

1D
jet

al., 1977)
con un tamafo 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 tamafo vy estructura
parecida a los de eucariotas superiores (Lohr et al., 1977).
Mediante estudios de microscopia electrdnica se ha mostrado la

existencia de dos regiones estructuralmente diferentes (Rattner
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et al., 1982). Mientras que el 90-95% de la cromatina presenta
estructura nucleosomal, el resto aparece en una organizacidn
atipicay, con wuna fibra de 0.3-0.4 nm de diametro. Se han‘
observado también al microscopio electrénico estructuras con un
diametro de unos 20-30 nm, separadas a veces por zonas carentes
de nucleosomas, posiblemente unidas a proteinas (Rattner et al.,
1982) .

Mediante técnicas de dicroismo circular (Franco vy
Ldpez-Brana, 1978) se ha podido concluir que, en general, 1la
cromatina de levadura presenta una estructura menos compacta, lo
cual estaria relacionado con la alta tasa de transcripcidn (al
menos un 40% del ﬁNA se transcribe a RNA) de este organismo
(Hereford y Rosbash, 1977). Esta conformacidn relajada podria
ser la causa ae la elevada y uniforme tasa de digestidn de esta
cromatina por la DNasa I (Hereford y Rosbash, 1977). Se ha
observado incluso que la cromatina de celulas en fase de
crecimiento exponencial es .digerida mds réapidamente que la de
celulas en fase estacionaria (Lohr vy Ide, 1979), existiendo
ademd&s una ligera preferencia de la DNasa I, bajo condiciones
muy sQaves de digestién, hacia genes que se encuentran
transcribiéndose (Sledziewski y Young, 1982).

En la cromatina activa de levadura se dan asimismo las
mismas caracteristicas 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 35’ de los genes activos (Sledziewski vy Young, 1982;

Bergman y Kramer, 1983; Proffit, 1985; Lohr, 1983, 1984; Struhl,
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19843 Peérez-Ortin et al., 1984), vy en algunos casos en los
flancos 3’ (Proffit, 1985; Nasmyth, 1982; Pérez-Ortin et al.,
1986) .

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

Por distintas técnicas analiticas se ha podido identificar
en levadura la existencia de al menos una variante de cada una
de las histonas H3 y H4, con una variacidn 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
al., 1980). Las diferencias entre 1los aminoécidos de las
variantes no parece tener sin embaréo ningun efecto en su
funcion, apareciendo un fenotipo normai en la levadura (Rybowski
et al., 1981; Kolodrubetz et al., 1982). Reeves (1984) ha
sugerido que la funcioén de 1las variantes de histonas en la
cromatina activa sea la de hacer & los nucleosomas estructural y
funcionalmente heterogéneos. Las histonas de 1la cromatina de
levadura presentan un amplio conjunto de modificaciones
postsintéticas (Wu et al.s, 1986) entre 1las cuales es de
destacar, la acetilacion de 1los residuos‘de lisina, puesto qgue
este cromatina se encuentra entre las mads acetiladas de 1los

organismos eucaridticos (Davie et al. 1981).
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3) MODIFICACIONES POSTSINTETICAS EN LAS HISTONAS.

Como ya se ha mencionado anteriormentes, 1las histonas son
proteinas con secuencias fuertemente conservadas durante la
evolucion, pero que ademds de presentar un numero importante de
variantes, sufren abundantes modificaciones postsintéticas. Dado
que las histonas son participes de procesos esenciales para la
ceélula, no es de extrarnar que estas modificaciones hayan sido vy
estén siendo objeto de estudio por parte de una cantidad
importante de investigadores, como 1lo indica el numero de
revisiones que se han realizado en este tema (Elgin y Weintraub,
19753 Allfrey, 1977; Isembergs 1979; Doenecke y BGallwitz, 1982;
Wu et al., 1986).

Se puede destacar en este tipo de estudios dos
caracteristicas que los hacen especialmente interesantes: 1) La
modificacién en las histonas no parece ser un hecho trivial ya
que ocurreA en momentos determinados del ciclo celular y en
sitios especificos de las histomnas como consecuencia de 1la
actividad de diversos enzimas. No se produce por ejemplo, la
modificacidon del conjunto de las histonas de la misma forma y en
el mismo momento, sino que estos procesos pueden afectar,; desde
tan s6lo unas moléculas hasta la préactica totalidad de 1las
mismas. 2) Las modificaciones pueden alterar significativamente
la interaccidn entre el DNA vy las histonas, produciendo cambios
en la cromatina reconocibles especificamente por proteinas

reguladoras o estructurales implicadas en el metabolismo del
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DNA.
Se conocen al menos cinco tipos principales de
modificaciones en 1las histonas: acetilacidn, fosforilacidn,

metilacidn, poli(ADP)ribosilacion y ubiquitinacidn.

3.1.— Acetilacidn.

La acetilacion de las histonas es uno de los procesos mas
ampliamente estudiados entre las modificaciones postsintéticas
que pueaen sufrir las histonas.

Han sido encontrados dos tipos diferentes de acetilacidn
sobre histonas. E1 primero se produce en el aminodcido
N—terminal (Phillipss 1963) y es un proceso irreversible que
ocurre en el citoplasma antes del transporte de las histonas al
nicleo (Liew et al., 1970; Ruiz-Carrillo et al., 1975, 1976).
Esta modificacidn se produce a medida que las histonas estan
siendo sintetizadas, ya que no aparece cuando las celulas son
tratadas con el inhibidor de 1la sintesis protéica, puromicina
(Allfrey, 1977). El1 aminoacido modificado N-terminal encontrado
en la mayoria de los casos es la N-acetil-serina (Phillips,
1963), pero también se ha encontrado acetilada la metionina
(Rodrigue” et al., 1979), alanina (Mac Lead et al., 1977) e
incluso prolina (Struckland et al., 1980). Este ¢tipo de
acetilacidn se produce sobre las histonas H2A, H4 y H1, pero no

se ha observado en las histonas HZ2B y H4 (Allfreys 1977).
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El segundo tipo de acetilacion, la modificacidn de residuos
de lisina en la regidn N-terminal, se produce en todas las
histonas del "core" nucleosomal y no en la histoﬁa H1 (Allfrey,'
1977). Mediante estudios de secuenciacidn se observd que la
acetilacidn de estos residuos ocurre tan sdlo en un reducido
numero de lisinas localizadas en la regidn N-terminal de las
histonas. Asi, en la histona H4 se pueden encontrar
acetilaciones sobre los residuos de lisina de posicidn, 35, 8, 12
y 16 (DeLange et al.,; 1969 a y b); en la histona H3 se produce
en las lisinas 9, 14, 18 y 23 (DeLange et al.s 1973; Hooper et
al., 1973; Thwaits et al., 1976 a; Waterborg y Matthews, 1983);
en HZ2B sobre las lisinas 5, 35 39 y 47 (Candido y Dixon, 1972)
y en las H2A en 1las 1lisinas S y 12 (Candido y Dixon, 1972;
Fusauchi e Iwai, 1984). Ademas, a pesar de que existen
diferencias en las secuencias de aminoacidos de organismos tan
ale jados evolutivamente como Tetrahymena, levadura o eucariontes
superiores, es interesante sernalar que las secuencias de los
mismos pueden ser ordenadas de modo que los sitios de
acetilacidén se encuentren totalmente éonservados en todos ellos
{Isemberg, 1979; Wu et al., 1986).

Se han analizado 1las secuencias proximas a las lisinas
modificadas encontréandose que, en unos casoss el residuo
acetilado estd limitado por aminpdcidos neutros (como ocurre en
H& Gly-Lys(Ac)-Bly), y en otros, al menos uno de los
aminodcidos es de tipo basico (como en H3, Arg-Lys(Ac)-Ser o en
HZB con Ser-Lys(Ac)-Lys), sugiriéndose que 1los enzimas que

acetilan estos residuos podrian reconocer especificamente estas
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secuencias, acetilando diferencialmente estas lisinas (Doenecke
y BGallwitz, 1982). Recientemente se ha observado gque los sitios
de acetilacidons para una determinada histona, parecen ~ser‘
incluso funcionalmente distintos, siendo modificados unos u
otros dependiendo de la actividad especifica que posea la
cromatina en ese momento (Chicoine et al., 19863 Pesis vy
Matthews, 1986; Couppez et al., 1987).

In vitro, las histonas pueden ser acetiladas en ausencia de
enzimas. Asisy por tratamiento con anhidrido acético se produce
la hiperacetilacidn de las histonas (Simpson, 1971 Marushige et
al., 19763 Wallace et al., 1977) sobre residuos inespecificos de
lisina y tirosinas, e incluso sobre 1la histona H1l, que no se
acetila in vivo (Tack y Simpson, 1979; Doenecke vy Gallwitz,
1982). Otro reactivo wutilizado para la acetilacidon quimica de
las histonas es el acetil CoA, el cual introduce modificaciones
" preferentemente sobre Hl, en H2A y H2B, y en menor medida sobre
H3 y H4 (Paik et al., 1970). Este tipo de acetilacidn se produce
sobre resiauos de lisina Yy es dependiente tanto de la fuer:za
idnica como del pH de incubacidn (Delpech et al., 1983).

Las funciones bioldgicas que se atribuyen a este tipo de

modificacion serdan discutidas mds adelante.
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3.2.— Otras modificaciones.

3.2.1.- Fosforilacidn.

Se han identificado diversos sitios especificos de
fosforilacidon en todas las histonas, siendo la Hi, con mucho, el
sustratoe mas fosforilable (Walker et al., 1982; Wu et al.,
1986) .

La O-fosforilacidén se produce sobre residuos de serina y
treonina, localizados especialmente en la regidn N-terminal de
lasg histonés {Wu et al.s 1986). En algunos casos se ha observado
asimismo la presencia de N—fosforilacidnotanto en residuos de
lisina de la histona H1 como en residuos de histidina de 1la
~histona H4, pero en menor extensidn que las antériores (Wu et
al.s 1986).

Se han identificado vy purificado un amplio numero de
histona kinasas, las cuales han sido clasificadas en funcion de
su especificidad por 1las histonas, por su localizacidn
subcelular, por su dependencia del AMP ciclico o del Ca®" y por
las fluctuaciones de su actividad durante el ciclo celular
(Isemberg, 1979; Walker et al.s 1982; Wu et al., 1986). Tambien
se han caracterizado algunas fosfohidrolasas o fosfatasas
especificas de las histonas, lo cual estaria de acuerdo con la
bien estudiada reversibilidad de la fosforilacion (Le Vine et

al., 1984; Nahas et al., 1984).
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La fosforilacion de las histonas se produce durante la fase
S del «ciclo celular, durante la mitosis o como respuesta a un
estimulo hbrmonal (Isemberg, 1979; Walker et gl.; 1982). Se ha
sugerido, en base a estos datos y a 1los de 1la 1localizacidn
preferente en 1la regioén N-terminal de 1las histonas, que la
posible funcidn bioldgica de esta modificacién seria la de
iniciar y‘mantener el estado de condensacidn de la cromatina en

los procesos indicados (Wu et al., 1986).

3.2.2.— Metilacidn.

La presencia de métilaciones de residuos especificos,
localizados preferentemente en 1la regidn N-terminal, ha sido
descrita en las histonas del ‘'core" ngcleosomal de diversos
organismos (Wu et al., 1986). La metilacidén se produce en el
residuo ‘N-terminal para formar, por ejemplo,
NsNsN-trimetilalanina en las histonas de Tetrahymena (Nomoto et
al.s 1982), asi como sobre lisinas internas introduciéndose en
ellas entre 1 y 3 grupos metilo (Walker et al., 1982). Tambieén
se han descrito N-metilaciones sobre residuos de arginina (Gupta
et al., 1982), asi como O-metilaciones en residuos de &cido
aspartico o acido glutamico (Trivedi et al., 1982),; pero estas
han sido aun poco estudiadas.

Se conocen diversos enzimas qQue catalizan la metilacidén de

lisinas vy 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.s 1986).

La hipdtesis inicial de que 1la metilacidn era un proceso‘
irreversible ha sido finalmente descartada desde que se ha
observado la presencia de N-alkil-lisinasas en algunos
mamiferos, cuya actividad varia entre un tejido y otro o entre
una y otra especie (Paik y Di Maria, 1984).

La funcidn de la metilacidén de las histonas en la cromatina
activa, es poco clara, ya que en la metilacion no se produce una
variacidn de la carga neta del residuo modificado, por 1o que
posiblemente influiria poco en la interaccidn entre el DNA y las

histonas (Walker et al., 1982).

3.2.3.- Poli-ADP-ribosilaciodn.

Este tipo de modificacidon de las histonas, detectado por
Nishizuka et al.(19468B), se produce por 1la accidn de un enzima,
la poli-(ADP-ribosal)-sintasas Qque se encuentra asociada a
cromatina (Mandel et al., 1977; Okayama et al., 1977). El enzima
introduce hasta 15 mondmeros de ADP-ribosa (Wong et al.s 1984)
en la histona H2B, sobre el residuo de 4&cido glutémico de
posicidén 2, y en la histona H1l tanto en los residuos de &cido
glutédmico de posicidn 2 y 14 como en el extremo N-terminal de la
moleécula (BGiri et al.s, 1978). Aungue en menor extension, las

histonas H3 y HEA parecen ser asimismo poli-ADP-ribosiladas, si
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bien no se conoce sobre que residuo se produces no habiendo sido
detectada esta modificacion sobre H4 (Wu et al., 19864).

Mediante estudios de autoradiografia, centrifugacién.
analitica vy microscopia electrdonica se ha observado que la
cromatina adopta una conformacidn mas relejada como consecuencia
de la poli-ADP-ribosilacién de las histonas (Poirier et al.,
1982; Niedergang et al., 1985; De Murcia et al., 1986). Este
efecto de relajaeidn podria estar implicados segun diferentes
autores, en los procesos de replicacion del DNA (Farzaneh et
al., 1982), de reparacion del DNA (Durkacz et al., 1980) asi

como en la diferenciacidn celular (Farzaneh et al., 1982).

3.2.4.Ubiquitinacidn.

Se ha observado la presencia de una molécula de ubiquitina
unida, mediante enlace isopeptidico, a 1la histona H2A formando
la llamada proteina A24 (Goldknopf y Busch, 1977) asi como a lea
histomna H2B (Wu et al., 1981). Esta molécula estd enlazada
especificamente al residuo de lisina 119 en 1la histona H2A
(Goldknopf y Busch, 1977), no conociéndose sobre que residuo de
la regién C-ierminal se produce en la histona HZ2B (Wu et al.,
1986)7 Una o, mas comunmente, las dos moleculas de H2A del
nucleosoma pueden ser modificadas (Levinger y Varshavsky, 1982 a
y b))y, afectando normalmente al 10-30% de los nucleosomas en la

célula (Goldknopf y Busch, 1981).



29

Levinger Yy Varshavsky (1982 a) han observado un
enriquecimiento en el nimero de moléculas de H2A ubiquitinadas
en genes transcribibles, especialmente en los genes inducibles
por choque teérmico, en ceélulas de Drosophila, no existiendo
prééticamente ubiquitinacion en 1la cromatina inactiva del DNA
satelite. En base a estos datos se ha sugerido gque la presencia
de histonas ubiquitinadas en nucleosomas de regiones
transcribibles puede prevenir la formacidn del solenoide de 30
nm en la cromatina por modificacidn en la estructura nucleosomal
y en las interacciones internucleosomales (Barsoum y Varshavsky,
1985). Recientemente, sin embargo, se ha puesto en duda esta
hipétesis'ya que Huang gg'_él. (1986) han observado que 1la
movilidad electroforética de nucleosomas procedentes del gen
activo de la inmunoglobulina K no cambia por el tratamiento de
los mismos con isopeptidasas, que eliminan especificamente las

moléculas de ubiquitina de las histonas. -

De entre todas'las modificaciones postsintéticas descritas
es, sin duda, la acetilacion de 1los residuos de lisina en su
region N-terminal la que mas ampliamente se ha estudiados no
solo porque afecta a un mayor numero de nucleosomas gque el resto
de modificaciones, sino porque asimismo parece estar implicada
en un numero mas amplio de funciones bioldgicas y estructurales

en las celulas de los organismos eucarioticos.
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4) CONSECUENCIAS ESTRUCTURALES Y/0 FUNCIONALES DE LA

ACETILACION DE LAS HISTONAS.

En 1la actuslidad, debido & la diversidad de repercusiones
que posee la acetilacidon de 1las histonas, es Qna tendencia
general considerar que este tipo de modificacién pueda ejercer
un papel multifuncional sobre 1la estructura vy actividad
bioldgica de la cromatina. En el presente apartado se pretende

exponer los conocimientos actuales sobre estas consecuencias.

4.1.- Efecto de la acetilacion en la conformacién vy
estabilidad de 1los nucleosomas y en 1la estructura de la

cromatina.

A nivel molecular,; la conexidn entre la acetilacion de las
histonas y su papel bioldgico ha sido relacionada normalmente
con la pérdida en las interacciones entre el DNA vy 1la regiodn
N~-terminal de las histonas a consecuencia de la disminucion en
el balance de carga en esa region producida por la modificacidn.
Estas interacciones podrian ser de dos tipos: en primer lugar,
la formacidn de enlaces idnicos entre los residuos basicos de la
regidn N-terminal y los grupos fosfato del DNA (Allfrey, 1977),
y en segundo lugar, el establgcimiento de puentes de hidrdgeno

entre las cadenas carbonadas de 1los residuos de lisina y de
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arginina con el DNA (Cary et al., 1982). La rotura de 1los
primeros enlaces se produciria directamente por la
neutralizacidén de las cargas positivas de las lisinas.
modificadas (Allfrey, 1977), vy 1la de 1los segundos de forma
indirecta como resultado de que la acetilaciodon eliminaria la
restriccion a adoptar una conformacion de a-hélice, impuesta por
la presencia de las cargas positivas, de la region N-terminal,
aumentando la distancia entre 1los grupos que formarian 1los
puentes de hidrdgeno (Bode et al.s, 1980). Las consecuencias
conformacionales que se producirian, tanto a nivel nucleosomal
como a nivel del filamento de 30 nm, debidas a la disminucién de
esas interacciones, son todavia motivo de controversia.

En el primer_nivel, diversos autores han observado una gran
similitud en los'parémetros fisicos que poseen nucleosomas en
estado acetilado respecto a 1los controles de nucleosomas no
acetilados (Simpson, 1978; Reczek et al.s 19B2). Posteriormente,
Bode et al. (1980, 1983), mediante estudios que relacionan las
movilidades electroforéticas de las particulas nucleosomales con
el grado de acetilacidn de las mismas, han concluido que el
estado cohpacto de los nucleosomés se mantiene hasta que se han
introducido unos 10 grupos acetilo en cada particula por término
medio, y que a partir de este '"nivel critico" adquieren la
libertad de poseer una variedad de conformaciones caracterizadas
todas ellas por una reduccitén en la movilidad electroforética.
Seqgun estos autores 1la existencia de este minimo nivel de
acetilacion paré relajar 1los nucleosomas seria posiblemente la

causa de que no haya podido ser detectado por otros autores este
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efectos ya que utilizarian en sus estudios nucleosomas menos
acetilados.

Sin embargo, resultados posteriores estan en desacuerdo con‘
esta interpretacidén, 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 acetilacidon (Prior et al., 1983). Ademas
Ausio y Van Holde (1984) han obtenido nucleosomas de células
HelLa con un estado de acetilacion de hasta 17 grupos
acetilo/nucleosoma, cuyos coeficientes de sedimentacidn son
similafes @ la del control no acetilado. Esto sugeriria que 1la
estructura y estabilidad de 1las particulas nucleosomales
permanece esencialmente invariable, independientemente del grado
de acetilacién de sus histonas. Sin embargo también se ha
sugerido (Bode et al., 1984; Bertrand et al., 1984) que la
acetilacidn pod;ia producir unos efectos primarios, como seria
la eliminacidn in situ de las HMG 14 y 17 y que esta peérdida
produciria, mé&s que 1la propia acetilacion, lé relajacion del
nucleosoma.

Respecto del segundo nivel, Mc Ghee et al. (1980, 1983) han
sugerido que las interacciones idnicas se establecerian entre la
region N-terminal de las histonas con e} DNA de nucleosomas
adyacentes y que estos enlaces internucleosomales podrian
estabilizar la fibra de 30 nm de la cromatina. Este modelo
estaria apoyado por diversos estudios en los que la eliminacion
proteolitice de 1la regivon N-terminal de las histonas parece

producir una desorganizacioén del solenoide de 30 nm (Allen et
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al., 1982; Harborne y Allen, 1983).

De nuevo existen autores que discrepan de la existencia de
una correlacion entre 1la acetilacion de 1las histonas y la
relajacion de la estructura de 1la cromatina. Asi, Reczek et al.
(1982), ‘mediante técnicas de desnaturalizacion térmica %
dicroismo circular de cromatina de ceélulas HeLa tratada con
butirato, (que induce un aumento de 1la acetilacidn de las
histonas por inhibicidn de la histona desacetilasa (revisidn de
Doenecke y Gallwitz, 1982)), han observado sorprendentemente que
la hiperacetilacion produciria una unidon mas fuerte al DNA de
las histonas; obteniéndose una estructura mé&s compacta que la
cromatina no acetilada. Ante estos resultados Reczek et al.
.(1982) han indicado que la mayor condensacitn que parece poseer
la cromatina acetilada podria ser funciéon de efectos secundarios
producidos por el tratamiento con butirato, como seria el
aumento en la histona H1®, la inhibicidn de la fosforilacidén de
Hi, etc... de modo que las consecuencias de este tratamiento
serian mas complejas que 1la simple inhibicidén de la histona
desacetilasa. Sin embargo, otros autores, han seralado que 1la
acetilacion no' parece prevenir la transicion desde el
nucleofilamento de 10 nm al solenoide de 30 mm inducido por el
aumento de la fuerza id6nica (Mc Ghee et al., 1983)s y que 1la
orientacidén de los nucleosomas en la fibra de 30 nm asi como la
condensacion de la cromatina es practicamente indistinguible
independientemente del estado de acetilacidon de sus histonas
(Dimitrov et al., 19B&).

Por tantos el efecto que la acetilacion de las histonas
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produce sobre la estructura de los nucleosomas os en general, de
la cromatina es aun una cuestidn abierta que requerird en el
futuro estudios méas amplios. En estos se utilizaran,
posiblemente, genes especificos aislados de la cromatina que
eviten que la posible relajacion de esas regiones concretas no

se encuentre diluida frente a la totalidad de la misma.

4.2.- Sensibilidad de las regiones hiperacetiladas a

la digestion con nucleasas.

Numerosos grupos de trabajo han sugerido que la estructura
nucleosomal de 1la cromatina que contiené histonas altamenfe
acetiladas estaria alterada de algun modo permitiendo a estos
nucleosomas ser digeridos selectivamente por diversas
endonucleasas. El1 cambio detectado por estos enzimas seria una
etapa necesaria en la conversion de la cromatina a wuna forma
transcripcionalmente activa.

Algunos autores han mostrado que las regiones asociadas con
histonas hiperacetiladas parecen ser selectivamente digeridas
por DNasa I, pero mo con 1la MNasa (Vidali et al., 1978; Nelson
et gl;, 1978; Perry y Chalkley, 1981). Esto ha llevado a sugerir
que esta diferencia sea reflejo de la distinta zona del DNA en
la Qque 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), podria ser mas dependiente del grado
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de acetilacién de las histonas internas (Perry y Chalkley,
19B1). Ademés, las regiones acetiladas parecen ser mas atacadas
jpor la DNasa I a una fuerza 1idnica moderada (1350-200 mM en
INaCl)s siéndolo mucho menos a fuerzas idnica bajas o bien
superiores a 250 mM. Ello parece indicar que el incremento de la’
fuerza idnica podria producir transiciones estructurales en los
mnucleosomass permitiendo que los puntos de corte a las nucleasas
estén mas expuestos, lo cual podria estar facilitado por 1la
‘hiperacetilacion de las histonas (Perry y Chalkley, 1981).

Otros autores, utilizando genes especificos en la digestidn
con DNasa I, parecen estar en desacuerdo con esta
interpretaéidn. Vavra et al. (1982), han descrito que la
sensibilidad de 1los genes ribosomales de macronucleo de
Tetrahymena a la DNasa I no es.afectada cuando estos nucleos son
desacetilados por una desacetilasa endégena, en condiciones en
las que se elimina entre él 50 y B3% dé los grupos acetilo .de
las histonas. La mayoria de los grupos acetilo serian por tanto
innecesarios para el mantenimiento de 1la sensibilidad a la DNasa
I. Sin embargo, estos ‘grupos residuales podrian estar
localizados en una pequerna fraccion de las histonas en el gen,
siendo esta fraccidn quizds <critica para 1la unidn a proteinas
especificas que facilitasen una exposicidn preferencial de los
genes a la DNasa I (Vavra et al., 1982; Pery y Chalkley,; 1981).

Respecto a 1la MNasa, resultados recientes parecen indicar
que el incremento en la acetilacidén de histonas del gen de la
f—-globina, producida pdr la presencia de n-butirato, estaria

correlacionado con el aumento de la sensibilidad a la digestidn,
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a tiempos cortos, del mencionado gen (Ferenz y Nelson, 19835;
Nelson et al., 198&).

Estas ultimas observaciones son consistentes con 1los
trabajos realizados por Davie y Ca&ndido (1978), demostrando 1la
presencia de formas hiperacetiladas de H4 en la cromatina de
testiculo de trucha en una fraccion enriquecida en secuencias
transcribibles, seleccionada especificamente por digestidn con
DNasa II.

El conjunto de estos estudios sugieren que la presencia de
un alto nivel de acetilacion en las histonas seria necesario,
pero no suficiente, para establecer una "conformacidon activa" en
la cromatina que sea reconocible preferentemente por las
nucleasas (Egan y Levy-Wilson, 1981; Vavra et al., 1982), y que
un recambio réapido de 1los grupos acetilo de 1las histonas
modificadas, podria producir "serales" especificas reconocibles

por estos enzimas (Nelson et al., 1980).

4.3.— Relacidon de 1la actividad transcripcional con.la

acetilacidn de histonas.

La funcion bioldgica que més ampliamente se ha relacionado
con le acetilacidn ha sido, sin duda, 1la del aumento de la
actividad transcripcional de la cromatina.

Desde distintos enfoques experimentales existen evidencias

qQue sugieren que la cbnversién de partes de la cromatina, desde
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un estado inactivo hasta otro transcripcionalmente activo, se
produce, en una primera etapas mediante 1la relajacidn
estructural de conjuntos de genes seleccionadoss provocando su
competencia potencial a la transcripcidon. Desde 1la primera
sugerencia hecha por Allfrey et al. en 1964, de . que 1la
acetilacidén de las histonas podria tener un importante papel en
la transcripcidén, se han realizado numerosos estudios para
confirmar la participacion de 1la acetilacién en esta etapa
inicial de la activacion (revisiones de Allfrey, 1977; Doenecke
y Gallwitz, 1982; Reeves, 1984).

Un primer grupeo de estudios se han realizado usando
sistemas Bioldgicos, o fracciones especificas de la cromatina
que se encuentran constitutivamente en un estado
transcripcionélmente inactivo. Entre ellos podemos seralar los
realizados por Vavra et al. (1982) con micronucleos de ceélulas
de Tetrahymena; estos nucleos,; a diferencia de los macronucleos
poseen una actividad transcripcionalmente baja asi como un nivel
de acetilacién casi inexistente. Por otra partes Pashev et al.
(1983) han estudiado el grado de acetilacidn de 1la cromatina del
DNA satelite, transcripcionalmente inactivas; obtenida por
digestidn con la endonucleasa de restriccidon Bsp. Las histonas
de 1la fraccidn de la cromatina resistente a la nucleasa, en la
que mas del 55% de su DNA es DNA satélite; no se encuentran
practicamente acetiladas. Estos resultados son consistentes con
los obtenidos por Halleck y Schlegel (1983) con heterocromatina
constitutiva de ceélulas de ratdén (Peromuscus eremicus). Esta

cromatina forma alrededor del 35% del DNA celular, observéndose
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en la misma una elevada proporcion de histonas hipoacetiladas,
especialmente H3 y H4.

Un segundo grupo de estudios se han realizado utilizando
células que se encuentran en una etapa de diferenciacidéon en la
que la actividad ¢transcripcional es muy baja. En estas, la
disminucidon de la transcripcidn va acomparnada de un descenso en
el grado de acetilacidn de las histonas. Asi, Brotherton et al.
(1981), estudiando el grado de incorporacion de {=Hlacetato en
las histonas, han observado una marcaje del 40% con respecto a
la que se produce en las células transcripcionalmente activas de
hepatocito. Ademas, casi el 50%4 de 1la acetilacion localizada
sobre la histona H4 se encuentra en forma monoacetilada. En base
a estos resultados se ha concluido que las células genéticamenpe
inactivas estarians en general, con un bajo nivel de acetilacion
en sus histonas.

Sin embargo, otros autores, estudiando la presencia de esta
modificacién en distintos organismos eucaridticos (Yukioka et
al., (1983) en cromatina de higado de rata; Giancotti et al.

(1984) en celulas embrionarias de Drosophila; Oliva vy Mezquita
(1982) durante la espermatogénesis en el gallo y Covault et al.
{1981) en células de hepatocito) han descrito una tasa de
acetilacidn similar tanto en células genéticamente activas como
inactivas.

La causa molecular del incremento de la transcripcidon puede
ser debida bien a un aumento en la velocidad de elongacidn de

las cadenas de -RNA (Marushige, 1976) o bien a un incremento en

el nimero de sitios de unidén de 1la RNA polimerasa en 1la
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cromatina. Algunos autores han sugerido la idea de que la
acetilacién "in situ" de las histonas podria intervenir a estos
niveles (Oberhauser et al., 1978; Reeves Yy Cserjesi, 1979).
Otros autores no coinciden en esta interpretacion, asi Loidl et
-al. (1983, 1984) han analizado el efecto del butirato sobre la
actividad endégena RNA polimerasa de Physarum policephalum,
relaciondndolo con 1la existencia de histonas hiperacetiladas.
Sus resultados indican que la presencia de butirato no aumenta
la capacidad de sintesis del RNA, sino que mas bien se produce
una inhibicidén de 1la actividad RNA polimerasa en presencia de
histonas hiperacetiladas.

Sin embargos recientes resultados parecen estar de acuerdo
con la existencia de 1la correlacién entre el aumento de
actividad transcripcional vy 1la acetilacion de histonas,
anteriormente citada. ASi, tras la administracion de
178-oestradiol, se produce un fuerte incremento en el ﬁumero de
copias RNAm de vitelogenina, tanto en células de higado de
Xenopus como en las de pollo. Simultaneamente al aumento de
sintesis se produce un incremento en el grado de acetilacion de
las histonas (Csordas et al., 1986). La correlacion se
produciria por un aumento del numero de sitios de inicio por
parte de la RNA polimerasa B (Csordas et al. 1984, 1986).

Saccharomyces cerevisae representa en este sentido un caso
particular dentro de los organismos eucariotas ya que se
transcribe casi el 40% de su DNA gendmico (Hereford y Rosbash,

1977),y mientras que el grado de acetilacion de sus histonas es

superior al existente en 1la cromatina de otros eucariotas
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(Nellson y Alonso, 1983; Davie et al., 1981), Seria por tanto
este organismo un sistema iddneo para corroborar la existencia o
no de relacidén entre la hiperacetilacidn de las histonas vy 1la

actividad geénica.

4.4.— Acetilacidon de histonas y ensamblaje de la

cromatina durante la duplicacidn del DNA.

Otra de las funciones biolédgicas que se ha relacionado con
la hiperacetilacidon de las histonas, ha sido 1la deposicidn de
las mismas y su ensamblaje posterior en forma de nucleosomas
durante la replicacion del DNA.

El sistema mAs utilizado en este estudio _ha sido el
micronucleo de ceélulas de Tetrahymena ya que posee una elevada
tasa de divisidn celular y una casi nula transcripcidn. Allis et
gl.~ (1985) han observado qué las histonas recieén sintetizadas
depositadas sobre el micronucleo se encuentran en estado
hiperacetilado. La histone H4 es depositada en forma diacetilada
(Allis et al.; 1985), estando modificada concretamente en los
residuos de lisina en posicidn 4 y 11 (Chicoine et al., 1986).
La histona H3 lo es en forma monoacetilada (Allis et al., 1985),

posiblemente modificada en residuo de lisina 9 (Chicoine et a

[

1986), mientras que H2ZA y H2B 1o hacen en forma no acetilada
(Allis et al., 1985). Estos resultados estarian de acuerdo con

los obtenidos ﬁor Chalkley vy Shires (1985) en ceélulas 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 gradeo de acetilacidn
en cuatro veces superior al de las celulas control.

Waterborg y Matthews (1983, 1984), han observado sin
embargo que en fase S del ciclo celular de Physarum, donde
existe una tasa de replicaciodon elevada, las histonas H2AR y HEB
se depositarian realmente en formas mono o diacetiladas.

La acetilacidn de las histonas estaria asimismo implicada
en el ensamblaje de la cromatina tras la deposicidn de histonas.
Cotten y Chalkley (198&6) han encontrado en celulas de hepatocito
(HTC) que las histonas hiperacetiladas se ensamblan en
nucleosomas con una mayor eficiencia que 1las histonas
hipoacetiladas. Estos resultados son similares a los obtenidos
por Chambers y Shaw (1984) los cuales observan la presencia de
formas diacetiladas de H4 en erizo de mar Arbacia punctulata,
cuya modificacion permanece hasta después de haberse formado los
nucleosomas en la cromatina recién sintetizada.

La desacetilacidn de las histonas tras el ensamblaje seria
un mecanismo necesario para la maduracion de la cromatina
replicada (Annunziato y Seale, 1983). Ello seria consistente con
los resultados obtenidos por Threadgill y Arnstein (1985) en
células eritroides de médula de ratdn y por Harisanova y Ralchev
(1986) en ceélulas embrionarias de Drosophila hydeis en los
cuales encuentran un bajo contenido en histonas acetiladas tras

la replicacidn del DNA en celulas diferenciadas.

En Saccharomyces cerevisae se ha observado un mayor grado

o —— e e - —— e —— — ——— e e —— — ——
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de acetilacidn en la histona H4 en fases 61 y S que en fases
G2/mitosis (Marian y Wintersberger, 1982). Esto estaria de
acuerdo con 1los resultados de Waterborg y Matthews (1983 a) en
Physarum, ya que en fase S existe ademds de la replicacidn del

DNA una elevada transcripcion en la misma que continda durante

la fase G2.

4.5.- Acetilacidn de las histonas durante 1la

espermatogénesis.

Desde la primera hipdtesis presentadas por Sung y Dixon
(1970) de que la acetilacidn de las histonas en la cromatina de
celulas espermaticas puede jugar un importante papel en el
proceso de reemplazamiento de 1las histonas por protaminas
especificas, se han realizado numerosos estudioé sobre este tema
(revision de Reeves, 1984).

Durante la espermatogénesis, en ceélulas espermaticas 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 acetilacion
de las histonas cuyo nivel permanece hasta la sustitucién de
éstas por protaminas o proteinas tipo protamina,s en la
cromatina.

El mecanismo de intercambio podria ser debido a un proceso

de competicidn electrostdtica de 1las protaminas, en funcidn de
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su menor tamafo y mayor basicidad, respecto a las histonas (Wong
y Marushige, 19763 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 hiperacetilaciéon de lés histonas

(Christensen et al., 1984)

La acetilacidn de histonas es pues un proceso que puede
afectar a muy diversas facetas del metabolismo de la cromatina.
Su intervencion en aspectos bien alejados entre si no es
tedricamente incongruente, vya que debido a la multiplicidad de
sitios diferentes de acetilacién vy-en distintas histonas, estas

funciones podrian compatibilizarse quizas en algunos casos.

S) ENZIMAS IMPLICADOS EN LA ACETILACION Y DESACETILACION DE

LAS HISTONAS.

In vivos, el nivel de acetilacidén de las histonas esté
gobernado por la accion de dos actividades enzimadticas opuestas,
la histona acetiltransferasa (HAT), que utiliza como dador de
grupos acetilo al acetil CoA ,y la histona desacetilasa (HD) que
hidroliza 21 enlace amida formado.

La regulacidn del estado de acetilacidn parece llevarse a

cabo, segun algunos autores, por el aumento o disminucidn de 1la
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actividad HD (Pogo et al., 1968; Boffa et al., 1973; Saunders et

al., 1973; Moore e

jct

al., 1979). Sin embargo, recientes
resultados han asignado el papel regulador a la HAT (Vavra et
al., 1982; Harisanova y Ralchev, 1986) o a 1la relacidn entre

ambas (Chicoine y Allis, 1986).

S.1.- Histona acetiltranferasa.

El enzima, o enzimas, histona acetiltransferasa
responsable de 1la mpdificacién del residuo N-terminal de las
cadenas polipeptidicas nacientes, ha sido encontrado asociado
con polirribosomas en higado de rata (Pestafa y Pitot, 1973) y
en reticulocitos de conejo (Traugh vy Sharp, 1979). Sin embargo,
al ser un tipo de acetilacioén irreversible, a diferencia de 1la
que se produce en la regidn N-terminal de las histonas, éstos
enzimas has sido en general poco estudiados.

La primera actividad histona acetiltransferasa que
acetila a los grupos €-amino de 1las lisinas de 1la regidn
N-terminal fue descrita por Nohara et al. (1966) en higado de
paloma. Posteriormente ha sido descrita esta actividad en
diversos tejidos de mamiferos (revisiones de Allfrey, 1977; y de
Doenecke vy Gallwitz, 1982), en el insecto Drosophila

melanogaster (Wiegand y Brutlag, 1981), en el crustdceo Artemia

salina (Cano y Pestafa, -1976); en testiculo de trucha (Candido,

1975), en vegetales (Salvador et al., 1985; Sendra et al, 1986)
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y en la levaﬁura Saccharomyces cerevisiae (Travis et al., 1984;
Ldpez—-Rodas et al., 1985).

En 1la mayor parte de los sistemas bioldgicos se han
diferenciado dos tipos principales de isoenzimas HAT basandose
en criterios de localizacién subcelular, comportamiento
cromatografico y especificidad frente a histonas. La HAT A es un
enzima nuclear unido fuertemente a la cromatina vya que se
necesita una fuerza 1idnica elevada para ser extraida de 1la
misma. Este enzima acetila a las cinco histonas libres in vitro
con un orden de preferencia, dependiendo de los autores, de
H4>H3>H2B>>H2A>H1 (Belikoff et al., 19803 Fukushima et al.,
19803 Wiktorowicz y Bonner, 1982; Kelner y Mc Carty, 1984),
mientras que si las histonas estan formando nucleosomas, la
especificidad varia acetilando H4>H2A2H2B>>H3 (Belikoff et al.,
19803 Garcea y Alberts, 1980).

Con caracteristicas similares a la acetiltransferasa A
(tabla 1) se han descrito actividades enzimaticas en testiculo
de trucha (Candido, 1975), timo de ternere (Belikoff et al.,
1980; Sures y Gallwitz, 1980), 1linfocitos de bovinos (Bohm et
al., 1980), higado de rata (Fukushima et al., 1980; MWiktorowicz
y Bonner, 1982) y de cerdo (Kelmner y Mc Carty, 1984), en
cromatina del virus SV40 (Otto et al., 1980) y en Pisum sativum
(Sendra et al., 1986).

La posible funcion bioldgica que ha sido atribuida a
este tipo de enzimas seria la de reqular el grado de acetilacidn

en las histonas durante el aumento de 1la actividad

trascripcional en nucleos (Garcea y Alberts, 1980; Wiktorowicz vy
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Bonneer, 1982), aunque posiblemente esté también implicado en
otrass de las funciones descritas en el apartado 4.

La HAT B es un enzima citoplasmatico responsable de la
acetiilacidn de las histonas, especialmente H4, fuera de1 nucleo
Yy Qwe no es activo cuando las histonas estdn en forma de
nucleeosomas (Bohm et al., 1980; Garcea y Alberts, 1980; Wiegand
y Brwtlag, 1981; Sendra et al.s 1986). Han sido aisladas
actiwvidades histona acetiltransferasa similares a la forma B
(tabla 1) en linfocitos de bovinos (Bohm et al.s i980), hepatoma
de r.ata (Garcea vy Alberts; 1980), en Drosophila melanogaster

(Wieigand y Brutlag, 1981) y en Pisum sativum (Salvador et al.,
19853 Sendra et al., 1986). Salvador et al. (1986) han sugerido
que la HAT B_podria ser una actividad enzimatica presente en la
totalidad de los organismos eucariotas.

En base a los resul tados de especificidad,
localizacidn subcelular,s etc., diversos autores han indicado que .
este enzima estaria implicadoc en la acetilacidén de las histonas
recien sintetizadas,especialmente H4, previamente al ensamblaje
de estas en nucleosomas (Garcea Yy Alberts, 1980; Wiegand y
Brutlag, 1981; Salvador et al., 1985; Sendra et al., 1986). Los
residuos de 1lisina que esta enzima acetilaria en las histonas
serian posiblemente distintos a 1los que son modificados por el
enzima nuclear (Garcea y Alberts, 1980; Chicoine et al., 1986).

Hay evidencias de una tercera actividad denominada HAT
C en timo de ternera que acetilaea a las histonas H2A>H2B2H3=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., 1980).

En general en los sistemas bioldgicos parece existir,
sim émbargo, una mayor complejidad que 1la presencia de un
.isoenzima histona acetiltransferasa de cada uno de los tipos
senalados, nuclear y citoplasmatico (tabla 1). Asi, en 1los
nucleos de higado de ternera (Libby, 1978) y en los de higado de
rata (Libby, 1980) se ha descrito 1la presencia de dos
actividades nucleares que difieren tanto en especificidad como
en comportamiento cromatografico. En higado de ternera 1la HAT
“a" es separada de la HAT "b" (diferente del enzima
citoplasmatico HAT B) mediante cromatografia en hidroxiapatito,
pero no difieren en cuanto a la fuerza idnica a la que eluyen en
una cromatografia en DEAE~celulosa. La especificidad de la forma
"a" estéd dirigida a H4>H2A>H3>H2B>H1 mientras que la forma "b"
lo es hacia H4=H3I>H2A>HE2B>H1. En higado de rata, 1los dos
isoenzimas nﬁcleares no pueden ser separados por cromatografia
en DEAE-celulosa ni en hidroxiapatitos pero si lo son en columna
de fosfocelulosa, siendo tahbién algo diferentes en cuanto a su
especificidad: 1la HAT "a" acetila H3>HE2B=H2A>H4 y 1la HAT "b"
H3>H2A>HE2B>H4 .

En otros sistemas, por el contrario, no se ha
encontrado ningun isoenzima HAT de tipo nuclears como ocurre por
ejemplo en el caso de ceélulas de Drosophila melanpogaster
(Wiegand y Brutlag, 1981).

Entre 'los enzimas citoplasmaticos también parece

existir esta heterogeneidad en cuanto al numero de isoenzimas

presentes. Asi, en Artemia salina se han descrito dos isoenzimas
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citoplasmaticos denominados HAT II y HAT III (ademads de la forma
nuclear HAT 1), separados por crométografia en hidroxiapatito.
La HAT 11 acetila exclusivamente a la histona H4, mientras que
la HAT III modifica tanto a H4 como a las histonas H3 y Hl, con
una actividad similar (Estepa y Pestara, 1983). Su funcidn seria
la de acetilar a las histonas H3 vy H4 previo a su deposicion y
ensamblaje en nucleosomas, favoreciendo posiblemente ambos
procesos (Allis et al., 1985).

Mas recientemente VYukioka et al. (198B4) han descrito
en un solo sistema bioldgicos higado de rata, hasta cuatro
actividades HAT, dos de tipo nuclear denominados como N I y N
II, y dos de tipo citoplasmadticas, C I y C I1. Las dos primeras
han sido separadas por ultracentrifugacién en gradiente de
sacarosa, siendo s6lo la HAT N 'II retenida por cromatografia en
DNA-Sephadex. La N I acetila a las histonas H3>>H4>H2B>H2A>HI1,
pero no las modifica si estas estdan formando nucleosomas,
mientras que la N II acetila a H4>H3>H2B>>H2A>H1, asi como a las
histonas en nucleosomas. Los isoenzimas citoplasmdticos C 1 y C
II, por su parte, son separados entre si por cromatografia 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 I a las histonas libres H4>H3>H2B>>H2A>H1,
y la forma C 1II tan sdlo a la histona H4.

Es importante seralar también que en funcidn del
sistema de extraccién y de purificaciéon empleados, diversos
autores . han descrito, para un mismo material bioldgico, un

numero diferente de 1isoenzimas presentes vy/0 caracteristicas
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bioquimicas distintas. Asi en hepatoma de rata, Garcea y Alberts
(1980) han indicado la presencia de un solo enzima nuclear.
obtenido por precipitacidn diferencia} con polietilénglicol 8000
a fuerza idnica elevada (2 M NaCl). Este enzima acetila a las
histonas libres H4>H3>HEB>>HEA, mientras que el comportamiento
con nucleosomas es algo distinto, acetilando H4>H2A=H2B>H3.
Fukushima et al. (1980) en nucleos de higado de rata, obtiene
mediante extraccidon a fuerza idénica alta (0.6 M KCl1),
ultracentrifugacién a 105000xg vy purificacidn posterior en
hidroxiapatito, una actividad HAT que acetilaria en nucleosomas,
a diferencia de la descrita por BGarcea y Alberts (19B0), a 1las
histonas H4>>H32HZ2B. .Por su partey, Wiktorowicz y Bonner (1982)
en este mismo material, por extraccidn a fuerza idnica alta (0.4
M NH.C1) seguida de una extensa ﬁurificacién mediante
cromatografia en fenil—Sepha}ose, filtracidon en Sephadex G-200,
intercambio iénico en CM-celulosa y de afinidad en
N-acetilisina-Sepharose, obtiene un solo enzima con
especificidad frente a histonas 1libres algo diferente a la
descrita por OBarcea y Alberts (1980), vya que acetila a
H3>H4>H2B>H2A>H1. Sin embargo, Yukioka et al. (1984) mediante el
mismo procedimiento de extraccion descrito por Fukushima et al.
(1980) y ulterior purificacion en grad;ente de sacarosa, tal
como se ha indicado mas arribas conduce a la separacion de los
isopenzimas N 1 y N II. Por ultimo Libby (1980), igualmente en
nucleos de higado de .rata, obtiene 1los isoenzimas "a" y "b"
descritos anteriormente, con especificidad diferentes a 1los

obtenidos por Yukioka et al. (19B4). El proceso de purificacidn



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

Sistema Método de Actividad Factor de Mr Especificidad Referéncias
binldgico extraccién HAT (n/c) purificacién H.libres/Nucleosomas

1 Nacleos de Extrac. con 0.4M A (n) N.D. N.D. H3>H4/ N.D. C&ndido
testiculo NaCl y ppcién. con (1975)
de trucha 30-60% en (NH, ),SO

472574

2 Nacleos de Extrac. con 0.4M a (n) 4.580 150.000 H4> H2A> H3> H2B>H1 Libby
higado de KC1l N.D. (1978)
ternera b (n) 5.100 175.000 H4=H3> H2A>H2B>H1

N.D.

3 Cromatina Extrac. con 2M NaCl A (n) 5.700 70.000 H4>H3>H2B>> H2A Belikoff et
de timo de y ppcién. diferencial H4> H2A=H2B>> H3 al., (1980)
ternera con 10 y 20% PEG

4 Células de Extrac. con 0.5M NaCl A (n) N.D. N.D. H4>H2B=H2A>H3>H1 B6hm et al.,
linfocitos y ultracentrifugacién N.D. (1980)
de bovinos a 100.000 xg, 2 h. B (c) N.D. N.D. H4/ -

DB(n) N.D. N.D. H4) H2B=H3>)» H2A

H2B>H3»H4>H2A



Tabla I (cont.).- Actividades

histona

acetiltransferasa

descritas

en distintos organisses eucaridticos {n/c:
localizacidn nuclear o citoplasetica; N.D.: no determinado; -/+: activa o no activa con nucleosomas).

Sistema Método de Actividad Factor de Mr Especificidad Referencias
bioldgico extraccidn HAT (n/c) purificacién H.libres/Nucleosomas
Cromatina Extrac. con 0.6M KC1l A (n) N.D. N.D. H4>H3>H2B Fukushima et
de higado y ultrac. a 105000 xg N.D. al (1980)
de rata 90 min. —"
Hepatoma Extrac. con 2M NaCl y A (n) N.D, N.D. H4>H3)H2B)») H2A Garcea y Al--
de rata ppcién. diferencial H4>» H2A=H2B»H3 berts, (1980)
con 10 y 20% PEG
Extrac. con 2M NaCl A (n) N.D. N.D. H4>H3>H2B)>> H2A Garcea y Al--
H4> H2A=H2B>> H3 berts, (1980)
B (c) N.D. N.D. H4/ -
Nacleos de Extrac. con 0.4M KC1 .
hﬁgado de y ppcién. con 55% de a (n) 277 N.D. H3>H2B=H2A>H4 /N.D. Libby, (1980)
rata (NH,),SO, b (n) 285 N.D. H3»H2A>H2BY>H4 /N.D.
Células de Sonicacién en 1@ de A (n) 22 120.000 H2A2>H4>H2B»H3/N.D. Sures y Gall-
timo de (NH,),SO, y ppcién con B (c) 239 98.000 H4>H2A/ - witz, (1980)
ternera C (n) —_——— 200.000 H2A>H2B2>H3=H4 /N.D.

3.5M (NH4)ZSO4



Tabla I (cont.).- Actividades histona acetiltransferasa descritas en distintos organismos eucaridticos (n/c:
localizacién nuclear o citoplasmitica; N.D.: no determinadoj -/+: activa o no activa con nucleosomas).

Sistema Método de Actividad Factor de Mr Especificidad Referencias

bioldgico extraccidén HAT (n/c) purificacién H.libres/Nucleosomas

9 Células de Sobrenadante de la B (c) 1.200 160.000 H4/ - Wiegand y --
Drosophila : ppcidén. con 6,9- Brutlag, (1981)
melanogaster diamino-2-etoxiacridina

10 Nacleos de Extrac. con 0.4M KC1 A 227 96.000 H3» H4)H2B>H2AY H1 Wiktorowicz y
higado de N.D. Bonner, (1982)
rata

11 Céluias de Artemia salina

-Nidcleos Extrac. con 0.5M KC1 I (n) N.D. N.D. H3>H4>> H1 Estepa y Pes-

: y ultracentrifugacién N.D. tafna, (1983)
a 105.000 xg, 90 min.

-Sobrenad. Sobrenadante ultra- II(c) N.D. N.D. H4/ N.D.

citoplasmat. centrifugacién a
: 105.000 xg, 2 h. III (c) N.D. N.D. H3>H4>H1/ N.D.

12 Nicleos de = Ppcidén. diferencial A 8.650 94.000 H3> H4> H2B>H2A Kelner y Mc
higado de 30-65% en (NH,),SO, H4) H2B)H3> H2A Carty, (1984)

cerdo



Tabla I {cont.).- Actividades histona

acetiltransferasa descritas

Método de Actividad

en distintos organiseos eucaridticos (n/c:
localizacidn nuclear o citoplasmdtica; N.D.: no determinado; -/+: activa o no activa con nucleosomas).

Sistema Factor de Mr Especificidad Referencias
biolégico extraccién HAT (n/c) purificacidn H.libres/Nucleosomas
13 Cromatina Extrac. con 0.4M KC1l A (n) 15,000 110.000 H4> H2B)Y H3>H2A Travis et
Saccharomyces N.D. al (1984)
cerevisiae "
14 Células de higado de rata
-Nicleos Extrac. con 0.5M NaCl NI (n) N.D. N.D. H3>» H4>H2B>H2A)H1/ - Yukioka'gg
y ultracentrifugacidn al (1984)
a 105.000 xg, 30 min. NII(n) N.D. N.D. H4> H3>H2B)) H2AYH1/ + =
-Sobrenad. Sobrenadante de ultra CI (c) N.D. N.D. H4) H3>H2B)>) H2A>H1/ -~
citoplasmat. centrifugacién a _
105.000 xg, 2 h. CIi(c) N.D. N.D. H4/
15 Plantula de Homogeneizac. y pre- B (c) N.D. 160.000 H4/ N.D. Salvador et al.,
Pisum sativum cipitac. con (NH4)ZSO4 (1985)
90% saturacién.
16 Embrién de Homogeneizac. y pre- A N.D. 120.000 H3/H3 Sendra et
—_— 90% saturacién, B N.D. 160.000 H4/ -
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empleado por Libby (1980) se basa en la precipitacidn de las
proteinas con (NH4)=S04 al 535% de saturacidon vy purificacion
mediante cromatografia en DEAE-celulésa, hidroxiapatito vy
fosfocelulosa. Algunos autores (Garcea y Alberts, 1980;
Wiktorowicz y Bonner, 1982; Wiegand y Brutlag, 1981) han
sugerido que las discrepancias existentes en funcidn del tipo de
extraccion puedan ser debidas a que alguna actividad
isoenzimatica pueda ser inactivada irreversiblemente durante las
etapas de purificacidn, especialmente en aquellas en las que
someten a los enzimas a fuerzas 1id6nicas, o concentraciones de
proteinas elevadas. La mayor o menor inactivacion seria funciodn
del grado de. sensibilidad de los enzimas en cada tipo de
organismo (Wiktorowicz y Bonner, 1982).

Por ' comparacion de los caomportamientos
cromatograficos, especificidad con histonas libres o nucleosomas
y localizacién subcelular de las actividades HATs Yukioka et al.
(1984) han relacionado entre si los isoenzimas presentes en
distintos organismos eucariotas. El enzima nuclear N I seria
similar a 1la acetilasa A descrita por Wiktorowicz y Bonner
(1982) en higado de rata y también a 1la HAT A de nucleos de
linfocitos de bovinos (Bohm et al., 1980). El enzima N II podria
compararse con la HAT A localizada en higado de cerdo (Kelner vy
Mc Carty, 1984), a la forma nuclear de timo de ternera (Belikoff
et al.s 1980), a la HAT I de Artemia salina (Estepa y Pestana,
1983), a la HAT DB de 1linfocitos de bovinos (Bohm et al., 1980}
y a la forma aislada de la cromatina del virus ©§&V40 (Dtto et

g_l_. sy 1980).
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El enzima citoplasmatico C I podria asemejarse a la

-

HAT 111 de Artemia salina (Estepa y Pestafa, 1983), mientras que

la HAT C II se pareceria a la acetilasa B descrita en Drosophila

melanogaster (Wiegand y Brutlag, 1981), en linfocitos de bovinos
(Bohm et al., 1980), en timo de ternera (Belikoff et al., 1980)
y 1la HAT I1 de Artemia salina (Estepa y Pestafas 1983), todas

ellas especificas para la histona H4.
Travis et al. (1984) han descrito en Saccharomyces

cerevisae la presencia de una unica actividad histona
acetiltransferasa obtenida a partir de cromatina de 1levadura
prensada \% que acetila especificamente a 1las histonas
H4>H2B>H3>H2A., La purificaciéon de 1la HAT se 1llevd a cabo

mediante extraccion del enzima con una fuerza idnica

correspondiente a una concentracién de 0.4 M en NaCl, vy

cromatografias posteriores en DEAE-celulosa, Bio-Rex 70,
fosfocelulosa Yy Sephacryl §5-300, llegando a un grado de
purificacidén de unas 15000 veces. Las caracteristicas

bioQuimicas, especificidad por 1las histonas vy 1localizacidn
subcelular unida a cromatina, parecen indicar que este enzima
seria similar a la acetilasa tipo A descrita en eucariotas.

El conjunto de estos estudios demuestra la existencia
de diversas histona acetiltransferasas presentes en fracciones
nucleares vy citoplasmaticas, 1lo cual puede ser reflejo de la
complejidad funcional que la acetilacidn de las histonas parece

poseer en los organismos eucariotas.
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S5.2.— Histona desacetilasa.

El enzima histona desacetilasa (HD) cataliza la eliminacidén
de los grupos acetilo Qnidos al €-amino de los residuos de
lisina en la regidn N-terminal de las histonas.

Los primeros procedimientos de extraccidon de esta actividad
comsisten en la obtencidn de preparaciones crudas a partir de
tejidos 0 nucleos que son homogeneizados en tampones de baja
fuerza idnica, siendo los sobrenadantes de centrifugaciones
posteriores usados como fuente de enzima (Inoue y Fujimoto,
1970; Libbys 19703 Fujimotos 1972). En trabajos posteriores se
describen protocolos con un mayor namero | de etapas de
purificacién (Vidali et al.s 1972; Kaneta ; Fujimoto, 1974).
Asi, Vidali et al. (1972) indicaron 1la presencia de una
actividad desacetilasa, purificada de nudcleos de higado de
ternera,.que posee afinidad por las histonas acetiladas H3 Yy
Ha. Kaneta vy Fujimoto (1974) observaron que la actividad HD en
timo de ternera contiene dos formas enzimaticas diferentes, una
actuaria tanto sobre histonas unidas a cromatina como en formé
libre, y la otra tan s6lo 1libera los grupos acetilo de las
histonas libres.

La actividad desacetilasa con un mayor grado de
purificacién ha sido descrita por Cousens et al. (1979) usando
como material bioldgico timo de ternera. La actividad enzimatica
es precipitada primeramente con una concentracion 3.5 M en

(NH.) =50, Yy posterior purificacion por cromatografias en
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DEAE—-celulosa y en hidroxiapatito. En 1la cromatografia de
intercambio idnico se observa la separacion de dos isoenzimas,
denominados HD I y HD Il, que eluyen de la misma a 250 y 300 mM
en NH,C1l respectivamente.

Resultados obtenidos posteriormente por Hay y Céndido (1983
a y b) indican que la atctividad desacetilasa podria encontrarse,
como ocurre en la cromatina de ceélulas HelLa, asociada a un
complejo DNA—pfoteinas de alto peso molecular. Esta actividad
permanece unida al complejo incluso a una %uerza idnica 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 mas eficazmente.

En Saccharomyces cerevisae se ha descrito recientemente; la
presencia de wuna actividad histona desacetilasa asociada con
nucleos de levadura, que puede ser liberada de la cromatina, al
menos parcialmente, por extraccion con NaCl 0.5 M (Nelson vy
Alonso, 1986). E1 enzima desacetila durante la incubacidn a
37 C de nucleos marcados de levadura, a las cuatro histonas
H2A, H2B, H3 y H4 de este organismo, 0 a las histonaé del
"core" nucleosomal de nucleos marcados de eritrocito cuando
éstos son incubados junto a nucleos de levadura. Estos
resultados estarian de acuerdo con los datos de especificidad
descritos para 1la HD de Physarum policephalum por Waterborg y
Matthews (19B3). Una caracteristica importante de la histona

.desacetilasa de levadura es que no se encuentra inhibida por 1la

presencia de n-butiratoy, a pesar de haber sido descrito este
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reactivo como un fuerte inhibidor de la histona desacetilasa en
otros organismos eucariotas (revisidén de Doenecke vy Gallwitz,

1982).

6) OBJETIVO DEL PRESENTE TRABAJO

La acetilacidn de las regiones N-terminal de las histonas,
a pesar de ser un proceso ampliamente estudiado por diversos
autoresy no se conoce hasta el momento que funcidn bioldgica
puede desempenar en las ceélulas de los organismos eucariotas. La
levadura Saccharomyces cerevisiae constituye un organismo muy
apropiado para realizar estudios en ese sentido, vya que las
histonas de su cromatina se encuentran entre las mé&s altamente
acetiladas de los organismos eucariotas. La regulacidn del nivel
de acetilacién de las histonas esta désempeﬁada por la accidn
opuesta de las actividades enzimdticas histona acetftiltransferasa
e histona desacetilasa.

El objetivo del presente trabajo es el estudio del sistema
enzimatico de acetilacion y desacetilaﬁidn de las histonas en la
levadura Saccharomyces cerevisiae. Dentro de esta problematica,
la investigacion. pretende determinar el numero, ¢tipo vy
caracteristicas bioquimicas principales de las actividades HAT vy

HD presentes en levadura. A fin de eliminar las discrepancias

observadas, mediante la utilizacidn de tan sdlo un procedimiento
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de ex<traccidn de estas actividades en otros organismos (tabla
1), en este estudio se han utilizado tres métodos diferentes, .

descr-itos en la bibliografia, para el aislamiento y purificacidn

de diichos enzimas.



MATERIALES Y METODOS
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1) IMATERIALES

1)PRODUCTOS QUIMICOS

-[*=H] acetato sddico (activ. especif. 52 mCi/mmol) Amersham
-LL-2=C] acetil CoA (activ. especif. 54 mCi/mmol) Amersham
-Acrilamida Merck
-Agar _ Oxoid
-Amplify Amersham
-Azul brillante de cresilo Merck
—-Azul Coomassie R-250 Sigma
-Azul de bromofenol uUCB
-Bisacrilamida ’ Merck
-Bisbenzimidazol (HOETSCH-33258) ‘Boehringer
-BSA Sigma

-Cocktail de centelleo para muestras acuosas

Normascint 22 Scharlau
-CM-Sephadex G-23 Pharmacia
-CM-Sepharose CL-6B Pharmacia
-DEAE-Sepharose CL-6B Pharmacia
-Dimetil1-POPOP Scharlau
-DNA-celulosa, doble cadena | Pharmacia
-DNA de testiculo de trucha Sigma
-Espermidina ' Sigma

—Espermina Sigma
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-Extracto de levadura Oxoid
-Fenilthidrazina Merck
-Ficoll 400 Pharmacia
~Filtros de fibra de vidrio GF—F ' Whatman
-Filtros fosfocelulosa P-81 Whatman
—Hidroxiapétito HTP ' Bio-rad
-Medio Swim’s S-77 ' Gibco
-2-mercaptoetilamina v Sigma
-MES Merck
-Novozym 234 Novo BiolLabs
-Nucleasa de micrococo Boehringer
-Pelicula autoradiografica Hiperfilm MP Amersham
—Pebtona bacterioldgica Oxoid
-Perlas de vidrio de 0,45-0,50 mm Sigma
-Pironina : | _ Sigma
-PMSF Merck
-Polibuffer 96 | Pharmacia
-Polielectrolito PBE 94‘ Pharmacia
-Polietilénglicol 8000 Sigma
-Poli-L-lisina Sigma
-PPO Scharlau
—Proteinasa K Boehr inger
-PVP Merck
-Sephadex G-25 Pharmacia
-Sorbitol ' Scharlau
-TEMED Merck

-Triton X-100 A Merck



-Ultrogel AcA34

-f—glucuronidasa-arilsulfatasa

2) APARATOS.

-Analizador de imagenes IBAS 2000 de Kontron
~Camara Polaroid MP4

-Centrifuga Beckman mod. J2-21

-Contador.de centelleo liquido LkB'lEl? Rackbeta
—~Espectrofluorimetro Perkin-Elmer MPH 44B
—-Espectrofotémetro Beckman mod. 235

—Fuente de electroforesis Pharmacia ECPS 3000/130
—Microfuge Beckman

-Secador de geles LKB mod. 3002

-Ultracentrifuga Beckman mod. LB-55

3) MATERIAL BIOLOGICO.

I e e b o~ — A T — PP~

-Levadura comercial prensada mmarca Heércules

industrias agricolas S.A., Valladolid)
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LKB

Boehringer

(Compania

-Pollos de la raza Leghorm-White Rock (Pavimar, S.A.)

de
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II) PROTOCOLO EXPERIMENTAL

1) MEDIOS DE CULTIVO

La cepa CECT 1383 de levadura se cultivd a 2B “C en placas
Petri o tubos de cultivo que contenian un medio VYEPG (extracto
de levadura 1% (p/v), peptona bacteriolégica 2% (p/v) y glucosa
2% (p/v)) suplementado con agar al 1% (p/v).

El cultivo liquido de levadura en YEPG se realizd
inoculando el volumen necesario de una suspgnsién de células
crecidas en medio sélido paré ebtener una cohcentracién celular
de 10 mg por litro e incubando el medioc en agitacidn a 28 “C. En
algunos casoss el indculo consistia en la aplicacidn, a 2 1 de
medio, de 10 g de células obtenidas de un cultivo previo en
medio liquido mantenido en fase estacionaria de crecimiento
durante 65 horas. E1 estado de crecimiento del cultivo se
determind por medida de la turbidez a 600 nm. Las ceélulas se
recogieron en el estado de crecimiento deseado por
centrifugacién a 3000xg durante S min y se lavaron dos veces en

agua destilada, centrifugandose en las mismas condiciones.



60

2) PROCEDIMIENTOS DE LISIS CELULAR PARA LA OBTENCION DE LA

FRACCION PROTEICA

2.1.- Agitacidn en tampdn hipotdnico con perlas de

vidrio,.

Un primer método para la lisis de las células de levadura
se realizd siguiendo el procedimiento descrito por Franco y
Lopez—-Brana (1978). Tras recogerse las células de levadura por
centrifugacion, éstas se resuspendieron en 2 volumenes de un
medio hipotdnico constituido por fosfato sdédico 35 mM, MgSO. 1
mM vy PMSF 0,7 mM a pH 6.8 y se introdujeron en una botella que
contenia perlas de viqrio de 0,45 a 0,50 mm de diametro, en una
proporcion de 4 a ; en peso respecto al de levadura. La mezcla
se agitd verticalmente durante 6 min a 4 “C, siendo la amplitud
de las oscilaciones de aproximadamente 50 cm. El contenido de 1la
botella se filtrd después a través de una gasa de 200 K de poro
a fin de eliminar las perlas de vidrio. Dichas perlas fueron
posteriormente lavadas tres veces con el mismo medio vy el
filtrado se homogeneizd con ayuda de homogeneizador
Potter-Elvehjem. Finalmente el homogeneizado fue sonicado a 125
W durante cuatro periodos de 30 s cada unos en un bato de hielo,

constituyendo el Extracto I.
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2.2.— Obtencidn de protoplastos con Novozym.

Un segundo procedimiento para lisar las células de levadura
utilizado fue el descrito por Lohr vy Ide (1?79) con algunas
modificaciones. En este método, las paredes celulares de la
levadura se eliminaron por digestidon con Novozym 234.

Esta reaccidn de digestidon se ve favorecida preincubando
las células con un agente reductor como el 2-mercaptoetanol.
Para ello, 1las células se preincubaron durante .30 min en
tris—-HC1 0.1 My EDTA 5 mM, 2-mercaptoetanol 75 mM, pH B.0 en un
bario de hielo. Tras este tratamientp, las celulas se recogieron
por centrifugacién a 3000xg durante S min y se lavaron con el
medio de digestion sorbitol 1.1 My, fosfato sddico 24 mM pH 6.5.
Las células lavadas se resuspendieron en 1la misma solucidén a
razéon de 0.5 g de células por ml de medio y se anadid Novozym
hasta una concentracidon de 10 mg de enzima por g de células. La
mezcla se incubd con agitacidon suave a 37 ©“C siguiéndose -la
formacion de los protoplatos en el microscopio dptico,
observandose su seccion de tipo circular facilmente distinguible
de la seccidn irregular de 1las células con pared celular. En
todos los casos la incubacidn fue inferior a 1los 15 min.
Trancurrido el tiempo de incubacidn necesario, los protoplastos
se recogieron por centrifugacidn a 4000xg, 10 min, y se lavaron
dos veces con el medio de digestidon en ausencia de enzima a fin
de eliminar los restos de éste en el sedimento.

Los protoplastos se lisaron en un tampdén hipoténico
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conteniendo +tris-HC1 75 mM, EDTA 0.25 mM, MgCl= 1 mM,
2-mercaptoetanol 35 mM, PMSF 0.7 mM a pH 7.9 (tampdn A) con ayuda .
de un homogenei zador Potter—-Elveh jem. Finalmente, el
homogeneizado fue sonicado en las condiciones descritas en el

apartado anterior,; constituyendo el Extracto I1I.

2.3.- Obtencidn de nucleos.

LQS'protoplastos usados para la obtencidn de nucleos se
produjeron utilizando como enzima para la digestidén de la pared
celular,; f-glucuronidasa-arilsulfatasa. Estos nucleos poseen una
mayor estabilidad que 1los que se obtienen tras el tratamiento
con Novozym.

Las celulass recogidas en fase estacionaria, son incubadas
con medio de pretratamiehto (tris-HC1 0.1 M, EDTA S oM,
2-mercaptoetanol 75 mM, pH 8.0) durante 30 min a 32 <“C. Sin
embargo, si las células se recogieron en fase exponencial, la
temperatura de incubacidon fue de O ©C vya que si estas ceélulas
son tratadas también a 32 ©“C su conversion posterior en
protoplastos es excesivamente rédpida, produciéndose una lisis
considerable de los mismos (Lohr y Ide, 197%9).

Posteriormente, las células lavadas con medio de digestiodn
(sorbitol 1.1 M, fosfato sodico 24 mM, pH 6.5), se
resuspendieron en la misma solucidn a razdén de 0.2 g de celulas

por ml de medio y se anadieron 0.4 ml de
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f—gluciuronidasa—arilsulfatasa por g de ceélulas (este extracto
enzimaditico se sirve »éomercialmente en forma liquida).. La
suspermsion fue incubada a 37 “C con una suave agitacion,
siguiémndose la formacién de protoplastos con el microscopio
6ptico, siendo el tiempo de inéubacidn en todos 1los casos
inferior a f h. Tras 1la incubacidn, los protoplastos fueron
recogi:dos por centrifugacion a 4000xq durante S min y lavados
dos ve:ces con el medio de digestiodn.

L.os protoplastos se lisaron, para la obtencidn de nucleos,
segun el procedimiento descrito por Lohr et al. (1977), basado
en ell de Wintersberger g§ al. (1973). Para ellos 1los
protomplastos fueron resuspendidos en medio de lisis constituido
por fficoll 18%4, fosfato so6édico 20 mM, MgCle 0.5 mM, pH 6.8 vy
fuerom homogeneizados suavemente con un homogeneizador
Potter--Elvehjem. En este medio los protoplastos se lisan por no
estar estabilizados osméticamente y los nucleos obtenidos se
aislaron por centrifugacidn diferencial. Los protoplastos no
lisadms y las ceélulas intactas fueron separados de 1los nucleos
por ccentrifugacidn a 4000xg durante 5 min. Posteriormente, los
nicleos se recogieron por centrifugacién a 30000xg durante 30
min. lLos ndcleos sedimentados fueron resuspendidos en un medio
sorbittel 1 M, glicerol 20%, PVP 5% y bisulfito sddico 10 mM, vy
fuerom depositados sobre un gradiente discontinuo de sorbitol
2.6-3..2 M en el mismo medio, centrifugandose a 13000xg, 20 min.
De e=ta forma los nudcleos quedan flotando en la interfase,
separd@andose de las pocas ceélulas presentess que van al fondo del

gradiente, y de lipidoss restos de membrana, etc., que quedan en
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la pparte superior. Los nucleos recogidos de 1la interfase se

lavéaron 2 veces con glicerol 20%, centrifugandose en cada lavado-
a BOOOxg, 20 min, Por ultimos, fueron resuspendidos en tampdn
hipotdnico (tris-HC1 75 mM} Mg Cle 1 mM, EDTA 0.253 mM,

2-meercaptoetancl S mM, PMSF 0.7 mM a pH 7.9) y sonicados en lés

" condiciones descritas en el apartado 2.1.

Este método condujo al aislamiento de ndcleos con un
rendimiento relativamente bajo por 1lo ques para lisar los
protoplastos, se utilizd también un segundo método que fue
deswcrito por Alonso y Nelson (1986). Los protoplastos fueron
reswuspendidos en medio de lisis (0.25 M sacarosa, 60 mM KC1l, 15
mM NaCl, S mM MgCles 1mM CaCles 15 mM MES. 0.1 mM PMSF, 0.8%
(v/wVv) tritondx—loo, pH 6.6) manteniéndose en hielo durante 30
min. y observédndose 1la desaparicidon de protoplastos con el
microscopio odptico. Los nucleos fueron centrifugados a 5000xg
durante 10 min vy iavados posteriormente 2 veces con el medio
anterior. Finalmente, los nucleos” se lisaron en el tampdn
hipotdnico A (padg. 62) y fueron sonicados en las condiciones
descritas en el apartado 2.1. Los lisados nucleares constituyen

los Extractos I11.

3) OBTENCION DE ACTIVIDADES ENZIMATICAS CRUDAS HAT.

Con objeto de obtener a partir de 1levaduras extractos

crudos proteicos con posible actividad HAT, se utilizaron los
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procedimientos que vienen descritos a continuacion:

3.1.— Precipitacion con acetona.

Este prpcédimiento fue descrito por Vidali et al. (1972)
para la obtencidn de actividad histona desacetilasa a partir de
timo de ternera. Los extractos obtenidos en 1los apartados
anteriores, fueron precipitados con 3 volumenes de acetona vy
fueron mantenidos a -20 °C durante una noche. Tras este periodos
la suspensidn se centrifugé a 27000xg durante 15 min, vy el
sedimento fue secado extensamente a vacio. Se anRadid
posteriormente 1 volumen de tampdm B (tris-HC1 15 mM, NH.C1 10
mM, EDTA 0.25 mM, 2-mercaptoetanol S mM, glicerol 10%4 pH 7.9) vy
se sonicd a 50 W durante 2 ¢ 3 periodos de 15 s cada uno hasta

su total redisolucioén.

3.2.- Precipitacidn con (NH4)=S0. vy fraccionamiento

con diferentes % de saturacidn.

A los extractos sonicados, obtenidos como se describe en el
apartado 2, se anadid (NH, )=S0. sdlido hasta un 25% de
saturacion, con objeto de disociar la cromatina, manteniéndose

en agitacidén suave durante 30 min a 4 °?C. La fraccion proteica
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se precipitd posteriormente mediante 1la adicidn de (NH.)=S0.
hasta el Q0% de saturacidn, manteniéndose en agitacidon a 4 °C
duramte 1 noche.

El precipitado proteico fue recogido por centrifugacién a
30000xg durante 20 min, resuspéndido en tampdén B (pag. 65) vy
dializado frente al mismo tampén. Finalmente, el dializado se
centrifugs a 30000xg durante 15 mins, y el sobrenadante fue
utilizado en posteriores etapas de purificaciodn.

En algunos casos,; se realizd un fraccionamiento de las
proteinas con distintos % de saturacion de (NH4)=50. a fin de
cuantificar 1la actividad HAT presente en cada una de las
fracciones. Para ellos la suspensitén proteica con el 25% de
saturacion en (NH.)=50. se dividid en 4 partes precipiténdose
las proteinas ﬁor adicion de (NH4)=50. hasta un % de saturacidn
final del 30, 50, 70 y 90% respectivamente vy trafandose
posteriormente las 4 fracciones de forma independiente, como se

describe mas arriba.

3.3.- Precipitacion diferencial con el 10 y 20% de

polietilénglicol B8000.

Otro de 1los agentes precipitantes utilizados para la
obtencidn de actividades HAT de levadura fue el polietilénglicol
BOO0O, siguiendo el procedimiento descrito por Belikoff et al.

(1980) para la obtencidn de HAT de timo de termnera con algunas
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diferemcias.

Paira ello, 'los extractos sonicadoé obtenidos como se
describie en el apartado 2, se llevaron a una concentracion 2 M
en NaCll mediante la adicion del sdlido y se dejaron
posteriiormente en agitacion suave durante 30 min a 4 ©C. Tras
este pieriodos se adiciond una solucidn del 40% (p/v) de
PEG-800)0, disuelto en tampén A (padg. 62) hasta 1llevar la
suspenssion a un 10% de concentracién final vy manteniéndose
pqsteriiormente en agitacion durante' 10 min. Después de S min de
reposo,, la mezcla Ffue centrifugada a 20000xg durante 15 min,
quedandio la mayor parte del DNA en el sedimento. Este sedimento
fue ressuspendido en tampén B (padg. 635)s dializado frente al
mismo t-tampdén y centrifugado a 20000xg durante 10 min.

All sobrenadante obtenido tras la adicidn del PEG 10%, se le
adiciomd 1 volumen de tampdn A, a fin de reducir la
concenttracion dé NaCl hasta 1M, vy se le aradid PEG sdlido hasta
un 20% de Eoncentracion final. Tras mantener la suspensidon en
agitaciién durante 30 min, se dejo 5 min en reposo vy se
centriffugd a 20000xg durante 15 min. Finalmente, el sedimento
fue re2suspendido en tampén B vy, tras ser dializado, fue
centriffugado a 20000xg durante 10 min. Este sobrenadante, junto

con el del 10%, fueron usados en posteriores purificaciones.
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3.4.- Ultracentrifugacion en presencia de NaCl 0.5 M.

Los extractos obtenidos por lisig de protoplastos o nucleos
en tampdn hibétonico,-tal como se deécribe en el apartado 2, y
que mo fueron sonicados para evitar el fraccionamiento de 1la
cromatina, se llevaron a una concentracién en NaCl de 0.5 M
mediante 1la adicidn del sélido. Tras mantener la suspensidn en
agitacion suave durante 15 min, se centrifugd a 105000xg, 1 h,
quedando la cromatina en la fraccidn sedimentada. El

sobrenadante fue recogido vy dializado frente a tampdn B, y se

centmifugod posteriormente a 20000xg, durante 1o min; el
sobrenadante obtenido fue usado en posteriores etapas de.
purifficacidn como se describiréd mas adelante. PN

4) PURIFICACION DE ACTIVIDADES HAT.

Los métodos cromatograficos empleados durante los procesos
de pwurificacion de las distintas actividades enzimdticas fueron

los siguientes:
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4.1.,- Cromatografia de adsorcién en hidroxiapatito.

l.as fracciones obtenidas segun los métodos descritos en el
apartado anterior, snse dializaron frente a tampon C (fosfato
soddico 10 mM, EDTA 0.25 mM, 2-mercaptoetanol 5 mM, glicerol 10%
pH 6.B) y se aplicaron en una columna de hidroxiapatito (3 x 25
cm)s equilibrada en tampdn C. Tras lavar dicha columna, con el
mismo tampodn hasta tener una Agemc inferior a 0.1, las proteinas
retenidas se eluyeron con un gradiente continuo de fosfato
sodico ©0.01-0.60 M en tampén C, & un flujo de 20 ml/h. La
temperatura de elucidon fue de 12 ©C para evitar la precipitacioén

del fosfato sddico 0.6 M en el interior de la columna.

4.2.—- Cromatografias de intercambio idnico.

Se han utilizado dos tipos de cromatografias de intercambio
idnico para 1la purificacion de actividades HAT y HD:
CM-Sepharose CL-6B y DEAE-Sepharose CL-6B.

t
4.2.1.- Cromatografia de intercambio catidnico

en CM-Sepharose.

Las fracciones enzimédticas crudas, obtenidas como se

describe en el apartado 3, fueron dializadas frente a tampdén B
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(pag. 65) pH 7.0 y aplicadas sobre una columna de CM-Sepharose
(3 x 18 em) a un flujo de 42 ml/h. Dicha columna fue
posteriormente 1lavada con el mismo tampdn hasta que la Peso fue
inferior a 0.1 y 1las proteinas retenidas se eluyeron con un
gradiente de pH 7.0-9.5 en tampdn B. Finalmente, las fracciones
con actividad enzimatica recogidas fueron cromatografiadas en
columna de Sephadex G-25 (1.6 x 5.5 cm) estabilizadas en tampdn
B apH 7.9, ensayandose las actividades HAT y HD segun los

procedimientos descritos en el apartado 5.

4.2.2.- Cromatografia de intercambio anidnico

en DEAE-Sepharose.

En esta Cromatografia las fracciones proteicas crudas se
aplicaron a un flujo de 42 ml/h en una columna de DEARE-Sepharose
de 3 x 18 cm, lavandose posteriormente la misma con tampdén B.
Las proteinas retenidas se eluyerons en la mayoria de los casos,
con un gradiente continuo de NH.Cl 0.01-0.35 M en tampdn B,
aunque en otros fueron eluidas con una fuerza idvnica de 0.35 M
en NH.Cl. Los ensayos enzimaticos fueron realizados tal como se

describe en el apartado 5.
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4.3.—- Cromatografia de afinidad en DNA-celulosa.

Las fracciones con actividad enzimatica HAT o HD,
purificadas en las anteriores cromatografias, fueron aplicadas
en una columna de DNA-celulosa de doble cadena de 1 x B cm, a un
flujo de 15 ml/h, equilibrada previamente en tampén B (pag. 65).
Tras lavar dicha columna, las proteinas unidas al DNA se
eluyeron con un gradiente continuo 0.01-0.50 de NH4Cl en tampdn

B, ensayadndose las fracciones como se describe en el apartado S.

4.4.- Cromatografia de -exclusién molecular en Ultrogel

ACA34.

Las fracciones separadas en cromatografias anteriores con
actividad enzimdticaea HAT o HD, fueron recogidas vy concentradas
en una célula de ultrafiltracién con membrana de 30000 MWCo, a
una presioén de 4.5 kg/cm®. Los concentrados se aplicaron en
columma de Ultrogel AcA34 de 1.8 x 120 cm equilibrada
previamente en tampén B 110 mM en NH4C1l y realizandose
posteriormente la elucidon en el mismo tampdn a un flujo de 12
mli/h. Finalmente las actividades HAT y HD fueron cuantificadas

segun el procedimiento descrito en el apartado 5.
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4.,5.- Cromatoenfoque.

Las fracciones proteicas crudas o purificadas previamente
en anteriores cromatografias se concentraron por ultrafiltracidn
a través de una membrana de 30000 MWCo, y al concentrado se le
adiciond 1 volumen de polibuffer Q6. La columna de
polielectrolito (0.7 X 18 cm) se equilibré con tampodn
etanolamina-HCl1 25 mM pH 9.4 vy fueron depositados sobre ella &
ml de polibuffer 26 a pH 6.0. Posteriormente se aplico 1lea
fraccién enzimatica concentrada a un flujo de 10 ml/h. Las
proteinas fueron eluidas con el mismo tampdn y las fracciones se
ensayaron, como se describe en el apartado S, tras ser
equilibradas en tampdn B (pag. 65) mediante columna de Sephadex

6-25 de 1.8 x 5.5 cm.

S) ENSAYO DE ACTIVIDAD ENZIMATICA HAT.

5.1.- Procedimiento del ensayo enzimatico.

El ensayo de histona acetiltraensferasa se realizd siguiendo
el procedimiento descrito por Sures y Gallwitz (1980) con
algunas modificaciones.

El ensayo se realizd incubando durante 20 min a 37 °C, 100



73

K1l de las fracciones enzimaticas c¢on 128 Hg de histonas y 0.01
RCi de [1-2=C] acetil CoA en un volumen final de 185 Hl. Tras-
este periodo se depositaron alicuotas de 110 H1 sobre filtros de
fibra de vidrio Whatman GF/F de 2.4 cm de diametro, dejando que
se secaran a températura aﬁbiente 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
etilico 6%, posteriormente en una mezcla de alcohol
etilico—éter etilico (1:1 p/v) y finalmente en eter etilico,
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 ml de una mezcla de centelleo compuesta
por PPD 0O.6% (p/v), dimetil POPOP 0.0075% (p/v) en tolueno. La
radiactividad incorporada a histonas se cuantificd en un
contador de centelleo 1liquido LKB 1217 Rackbeta, usando como
testigo el enéayo correspondiente a 1la fraccidon enzimdtica
inactivade previamente a 70 “C durante 10 min.

En los ensayos de especificidad enzimatica se wutilizaron
como sustrato en lugar de las histonas, otras proteinas: B5A,
sulfato de protamina, HMG de levadura, HMG de eritrocito o el
polimero sintético de poli-L-lisina.

Para cuantificar la actividad enzimatica acetiltransferasa
de 1las fracciones obtenidas con 1los sustratos espermidina vy
espermina, se siguid, con algunas modificaciones el
procedimiento descrito por Yukioka et al. (1984) basado a su vez
en el de Horiuchil y Fujimoto (1972).

Los ensayos se realizaron en las condiciones descritas
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anteriormente, con 100 pl de las fracciones enziméticas, 128 Hg
de los sustratos y ©0.01 HCi de [1-*4C] acetil CoA. Tras 1a.
incubacidon a 37 “C durante 20 min, fueron depositados 80 Hl1 de
la mezcla de incubacién en filtros de fosfocelulosa Whatman
P-Bls de 2.4 cm de diametro, secdndose a continuacidn en estufa
a 70 °C durante S min. Los filtros se sumergieron posteriormente
en tampén NaHCO=/Na=COs S0 mM pH 9.2, manteniéndose en agitacion
suave a 42 “C durante 30 min. Después de lavar los filtros 1 vez
en el mismo medio y condicioness se introdujeron en alcohol
metilico 20 min a temperatura ambiente y se secaron en estufa a
70 “C durante 1 h. La radiactividad incorporada a 1los

policationes se cuantificd como se describe mas arriba.

5.2.— Determinacidn de las condiciones de ensayo.

Para la determinacidon del pH dptimo de incubacidn de la
actividad enzimadtica se realizaron ensayoss como se describe en
el apartado 5.1, variando el pH del medio en el gque se realizd
la incubacidn. El medio utilizado fue tampdn B (tris-HC1l 15 mM,
NH.C1 10 mM, EDTA 0.25 mM, 2-mercaptoetanol S mM y glicerol 10%)
a 1los valores de pH comprendidos entre 7.0 y 9.1. Para
estabilizar el extracto enzimadtico en 1los diferentes pH del
tampdn, se aplicaron alicuotas del mismo en columnas de Sephadex
G-25 (1.6 x 5.5 cm) equilibradas prevjamente en dichos tampones

y ensayandose los eluidos.
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La cuantificacidén de 1la actividad enzimatica frente al
tiempo de incubacidn de los ensayos se realizd como se describe
en el apartado anterior, incubando la mezcla durante 5, 10, 20,
30, 45, 60 6 75 min, respectivamente.

La determinacidén de 1la temperatura dptima se realizo

variando, respecto al procedimiento descrito anteriormente, la

temperatura de incubacidn con valores comprendidos entre 28 Y
45 <C,
Finalmente la influencia de 1la fuerza 1idnica en 1la

actividad enzimdtica fue determinada realizando los ensayos en

presencia de concentraciones crecientes de NH.Cl entre 0 y 600

mM.
5.3.— Inhibicion de la actividad enzimatica por DNA.
Para estudiar el efecto inhibidor del DNAR sobre 1la
actividad histona acetiltransferasa, se realizd el ensayo
enzimadtico descrito en el apartado 5.1, en presencia de

concentraciones de DNA de testiculo de salmdn de 25 y S50 Kg/ml,
midiéndose posteriormente ia radiactividad incorporada a las

histonas.
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6) PRODUCCION DE RETICULOCITOS MEDIANTE TRATAMIENTO CON

FENILHIDRAZINA.

Para 1la obtencién de eritrocitos inmaduros se siguibd
basicamente el procedimiento descrito 'por Ferenz vy Nelson
(1985).

Asi, pollos de la raza Leghorm-White Rock se mantuvieron en
ausencia de comida durante 48 h ys tras este periodo se les
inyectaron diariamente, por via subcuténeas; 1 ml de una solucidn
formada por fenilhidrazina 1.3% (v/v), NaCl 0.14 M, fosfato
s6dico 10 mM, alcohol etilico 104 a pH 7.2. El1 estado de
inmadurez de los eritrocitos fue determinado mediante tincidn de
frotis de sangre extraida diariamente con azul brillante de
cresilo 14 (p/v), en alcohol etilico 70%. A los diez dias de
tratamiento con fenilhidrazina la proporcidn de reticulocitos en
sangre fue de alrededor del 70-80%. En ese momento los pollos se
sacrificaron, recogiéndose la sangre sobre tampdn SSC (citrato
sodico 25 mM, tris-HC1 10 mM, NaCl 0.14 M pH 7.1) en un bafo de

hielo.

7) EXTRACCION DE HISTONAS MARCADAS RADIACTIVAMENTE CON

[=H] ACETATO SODICO.

lLa sangre de 1los pollos tratados con fenilhidrazina



(obtenida como se describe en el @apartado anterior) fue
centrifugada a 500xg durante 10 min, lavandose 2 veces con el
mismo tampdn. El1 segmento celular se resuspendid en medio Swim’s
§-77 a pH 7.2 a una cohcentracidn aproximada de 3x10°®
celulas/ml, se incubd con 20 mCi de ([®H] acetato sdédico,
manteniéndose en agitacidén suave durante 30 min a 37 °C. Tras
este periodo, las células recogidas por centrifugacidn a S00xg,
10 min, se resuspendieron en medio Swim’s suplementado con
butirato sddico 10 mM, a una concentracién de 1x10® células/ml,
manteniéndose en agitacién suave durante 1 h a 37 ©C. Las
histonas marcadas se obtuvieron segun el procedimiento descrito
en el apartado B.1, suplementédndose todos los medios con 10 mM
de butirato sddico a fin de evitar la desacetilacidn de las
mismas. La actividad especifica de las histonas fue de 3x10®
dpm/mg, observandose incorporacioén 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 HS5) o del "core"
nucleosomal, asi como histonas de levadura segun los

procedimientos que se describen a continuacion.



H1

HS5

Figura 1.- Electroforesis de 25 Hg de histonas de eritrocito de pollo? larcadas in vivo con PHlacetato
soédico? en gel de poliacrilaiida-SDS. A) Tincién del gel con azul Cooiassie; B) Flurografia del
lisio gel.
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B.l.- Extraccidn de histonas de eritrocito.

Las histonas de eritrocito se obtuvieron segun el método
descrito por Weintraub et al. (1975). Para ello, sangre de
pollos recién sacrificados se recogidé sobre un volumen igual de
tampdn 1sotdnico S8SSC (citrato sodico 15 mM, NaCl 0.14 M,
tris-HC1 10 mM pH 7.1) en baro de hielo.

Las células fueron separadas del plasma por centrifugacién
a 500xg durante 10 min, lavandose éstas posteriormente 2 veces
con el mismo medio. El1 sedimento final se resuspendid en &4
volumenes de tampdn de lisis celular formado por NaCl 10 mM,
MgCle S5 mM, tris-HCl 10 mM y triton X-100 0.5% (v/v) a pH 7.4,
mamteniéndose en agitacidn suave durante 90 min a 4 ©C.

Los nucleos liberados por la lisis de,la membrana celular
fueron .recogidos por centrifugacidn a 1000xg durante 10 min. EIl
sedimento nuclear fue lavado sucesivas veces en el mismo medio
hasta obtener un sobrenadante claro. Los nucleos sedimentados se
resuspendieron en 4 volumenes de HCl 0.25 M, manteniéndose en
agitacidn durante 1 noche a 4 “C, centrifugdndose después a
20000xg durante 15 min. El sobrenadante se recogico vy el
sedimento se resuspendié de nuevo en HCl 0.25 M, manteniéndose
en agitacidn durante 4 h. Tras centrifugar en 1las condiciones
amteriormente descritas, los dos sobrenadantes se reunieron y se
filtraron a través de filtros de fibra de vidrio Whatman GF/F.

Las histonas en el filtrado se precipitaron con 8 volumenes
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de acetona a -20 “C, toda una noche, se recuperaron por
centrifugacion a 3000xg durante 10 min vy, tras lavar el
sedimento 3 veces con acetona, fueron secadas Tinalmente a
vacio.

Para la obtencién de las histonas del ‘"core" nucleosomal,
se extrajeron previamente las histonas H! y HS con acido
perclérico. Para ello, 1los nucleos obtenidos tras el lisado
celular, se resuspendieron en 3 volumenes de 4&cido percldrico
0.74 M, vy después de agitar vigorosamente durante 15 min, la
suspensidn se centrifugdé a F000xg por espacio de 10 min. Las
histonas H1 y HS se extrajeron de la cromatina quedando en la
fraccion 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 extracciém con HC1 0.25 M vy posterior

precipitacidn con acetona tal como se ha descrito anteriormente.

B.2.—- Extraccion de histonas de levadura.

La obteﬁcién de histonas de 1levadura se 1llevd a cabo
siguiendo el procedimiento descrito por Sommer (1978).

Para ello, la levadura prensada de la marca Hétcules se
lavd dos veces en un tampdn hipoténico formado por tris-HC1 295
mM, MgSo. 10 mM, EDTA 0.5 mM, Na HSOm» 40 mM, PMSF 1 mM pH 7.4,

recogiéndose las ceélulas en cada 1lavado por centrifugaciodon a
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:3000%xg durante 5 min. El1 sedimento final se resuspendiod
iposteriormente en el mismo medio a razdin de 1.2 g de celulas /ml
tde medio, vy se introdujo en una botella gue contenia perlas de
‘vidrio de 0.45-0.60 mm de diametro, en una proporcion de 10 a 1
‘respecto al peso de levadura. La mezcla se agité verticalmente
durante 2 min a 4 °C, siendo la amplitud de cada oscilacidn de
aproximadamente 50 cm, y el contenido de la botella se filtrd a
través de una gasa de 200 B de tamaro de poro a fin de separar
las perlas de vidrio. E1 filtrado se centrifugd a 12000xg 20
min, apareciendo en el sedimento dos capass, de las cuales la
inferior, de color blanquecino, estaba formada fundamentalmente
por membranas y ceélulas sin romper, y la superior, de color mas
oscuro, contenia la mayor parte de 1la cromatina. Esta ultima
capa se recogid con ayuda de una espatula, se lavd dos veces con
el mismo tampdn y posteriormente se volvidé a lavar otras dos
veces mas con un medio que conteniea sacarosa 0.3 M y triton
X—100 0.5% disueltos en el tampdn hipotdnico. Tras centrifugar
esta suspensidn a 27000xg 30 min, la cromatina se resuspendio en
el mismo tampén y se depositd sobre 3 volumenes de una solucidn
de sacarosa 1.7 M en tampdn hipotdnico, centrifugédndose
finalmente a 30000xg durante 30 min. El sedimento, asi obtenido,
se lavd dos veces con tampdn hipotdnico vy otras dos veces con
una mezcla de alcohol etilico 88% y HCl 10 mM, recogiéndose 1la
cromatina purificada en estos lavados a 12000xgs 15 min.

Las histonas se obtuvieron mediante extraccién acida de la
cromatina tal y como se describe en el apartado B.1.

El grado de pureza de las histonas se determind mediante
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electroforesis en gel de poliacrilamida en presencia de S5DS, en

las condiciones descritas en el apartado 14.1

%) OBTENCION DE HMG’s.

Q.1.— HMG de eritrocito.

Las HMG de eritrocito se obtuvieron a partir de nucleos de
eritrocito por extraccidn con 4acido percldérico, segun el método
descrito por Ni&olas y Goodwin (19é8). La suspensién de nucleos
obtenida como se detalla en el apartado 8.1, se llevd a 0.7¢4 M
en acido percldrico y se centrifugd a 92000xg durante 10 min. EI
sobrenadante se recogid, guardandose en frio, y el Qedimento se
extrajo de nuevo con dicho acido. A los dos sobrenadantes
reunidos se les aradid TCA hasta el 2% de concentracion final vy
se agitaron vigorosamente para permitir la precipitacion
completa de 1las LMG (Low Mobility OGroup). La suspensién se
centrifugd a 9000xg durante 10 min vy el sobrenadante se llevd a
una concentracion 10 mM en 2-mercaptoetanol. Posteriormente se
afradieron 0.5 ml de NH.OH al 25% (v/v) para llevar la solucidn a
un pH aproximado de 10, y sequidamente 3 volumenes de acetona
fria. Las HMG precipitadas se recogieron por centrifugaciodon a
9000xg por espacio de 10 mins, se lavaron dos veces con acetone

acidificada (&6 volumenes de acetona para 1 ‘volumen de HC1 0.1
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M)y tres veces més éon acetona vy fueron finalmente secadas a
vacio. Las HMG fueron fraccionadas posteriormente mediante.
cromatografia de intercambio catidnico en CM-Sephadex G-25. Para
ello la fraccién de HMG obtenida se disolvid en tampodn borate
sédico 75 mM, NaCl 0.1 M pH 8.8 y se aplicd en una columna de
2.4 x 70 cm de CM-Sephadex equilibrada previamente en el mismo
tampdn., Tras lavar 1la columna con 300 ml de tampdn, las
proteinas se eluyeron con 2 1 de un gradiente continuo de NaCl
0.1-0.75 M en témpén borato sédico a wun flujo de 45 ml/h. Las
fracciones recogidas se dializaron frente a alcohol etilico 60%
(v/v), HC1 10 mM y se precipitaron con & volumenes de acetona.
Los precipitados se lavaron posteriormente dos veces con acetona
acificada, tres veces con acetona Yy se secaron finalmente a

vacio.

?.2.- HMG de levadura.

La extraccién de HMG de levaduré se realizd siguiendo el
procedimiento descrito por Weber e Isemberg (1980). La
cromatina, obtenida segun se describe en el apartado B.g2, se
resuspendid en 3 volumenes de tampdn tris—-HCl1 1 mM, NaCl 75 mM,
EDTA 25 mM, PMSF 0.7 mM pH 7.5 y se centrifugd a 2000xg durante
10 min. Esta operacidn se repitio una vez mas y el sedimento
final se resuspendiod, con ayuda de un homogeneizador

Potter-Elvehjem, en 2 volumenes de tampdn tris-HC1 1 mM, NaCl
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0.3 My, PMSF 0.7 mM, pH 7.0. La suspensién se mantuvo en
agitacion suave 1 h, centrifugdndose a continuacidn a 9000xg
durante 10 min. El sobrenadante se recogid y el sedimento se
resuspendid de nuevo en 1 volumen del mismo tampon,
manteniéndose en agitacidn durante 30 min, y centrifugéndose
posteriormente. Los dos sobrenadantes se reunieron, anadiéndose
TéA hasta el 2% y se procedid del mismo modo a como se describe

en el apartado anterior.

10) ENSAYOS DE ACTIVIDAD ENZIMATICA HD.

La cuantificacidén de la actividad histona desacetilasa se
llevo a cabo mediante extraccion de los grupos acetilo liberados
por la accidn del enzima con .acetato de etilo, segun el
procedimiento descrito por Cousens et al. (197%9).

La incubacién se realizdé con 100 Rl de las fracciones
enzimaticas en presencia de 80 Hg de histonas marcadas
radiactivamente (120000 dpm totales) obtenidas como se describe
en el apartado 7, en un volumen final de 110 H1l, siendo el
tiempo y la temperatura de incubacidén de 1 h vy 32 °C
respectivamente. Las condiciones optimas del ensayo en cuanto a
pH, fuerza 1ionica vy concentracion de sustrato fueroﬁ las
descritas previamente por Sanchez del Pino (1987). Tras el
periodo de incubacion la reaccidn se pard llevando 1la mezcla a

una concentracidon final de HCL 0.25 M y acido acetico 0.1 M
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mediante la adicidén de wuna solucidn concentrada. Posteriormente
se afRadid a la mezcla 700 Kl de acetato de etilo, agitandose
vigorosamente en un vortex, dejadndose en reposo 10 min. Después
de centrifugar a 3000xg durante 5 min, se recogieron 500 H1 de
la fase orgénica superior vy se introdujeron en viales
conteniendo 10 ml de cocktail de centelleo liquido Normascint

ea.

11) OBTENCION DE MONONUCLEOSOMAS Y OLIGONUCLEOSOMAS POR

DIGESTION CON NUCLEASA DE MICROCOCO.

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

Los nucleos de eritrocito marcados radiactivamente o no,
obtenidos como se describe en el apartado 8.1, fueron
resuspendidos en tampén de digestidén formado por sacarosa 0.25
My tris-HCl1 10 mM, CaCle 1 @™ pH B.0 a razom de 1.25x107
nucleos/ml y adiciondndose posteriormente 300 unidades de
nucleasa de micrococo por ml de medio. Le suspensidn se incubd a
37 ©C en agitacidn suave durante 30 min, para la obtencidn
posterior de mononucleosomas, 0 durante 10 min si se deseaban
obtener oligonucleosomas. Tras el periodo de incubacidn

correspondiente la reaccién se pard, adicionando a la mezclsa
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EDTA hasta una concentracién final de 20 mM. Los nucleos
digeridos se recogieron por centrifugacion a 3000xg durante 15
min, lisadndose con EDTA 0.25 mM pH 7.0, y se dializaron frente a
esta solucion durante una noche. La suspension fue
posteriormente centrifugada a 10000xg durante 10 min. El
sobrenadante fue aplicado en las condiciones descritas en el
apartado 4.4 en una columna de ultrogel AcA34, equilibrada en
tampdn B (pag. 65), 35 mM en NHLCl, a fin de separar los
mononucleosomas y oligonucleosomas de las posibles histonas vy
oligonucledtidos liberados durante la digestidén con nucleasa de
micrococo.

Las fracciones que contenian 1los nucleosomas se recogieron
'y concentraron eﬁ una ceélula de ultrafiltracidon a traves de
membrana de 30000 MWCo,s utilizdndose de este modo como sustrato
de los enzimas HAT o HD.

A fin de determinar 1la integridad de los nucleosomas tras
la incubacion con los enzimas, se depositd la mezcla de reaccion
con HAT o HD (apartados 5 y 9 respectivamente) sobre un
gradiente de sacarosa del S al 30% (p/v) disuelito en tris—-HC1 25
mM, EDTA 1 mM pH 8.0, centrifugdndose a 253000 rpm durante 15
horas en un rotor basculante Beckman SW 55.2 Ti. E1 tamano del
DNA de las fracciones del gradiente se determind segun el

procedimiento descrito en los siguientes apartados.
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12) EXTRACCION DE DNA.

Las muestras digeridas con nucleasa de micrococco u
obteenidas por ultracentrifugacidn en gradiente de sacarosa
(apéartado 11), fueron llevadas a concentraciones finales de SDS
1% «p/v) y EDTA 10 mM, digiriéndose con proteinasa K (100 Hg/ml)
duriante 1 noche a temperatura ambiente. Tras este periodo las
muesstras se desproteinizaron por adicién de 1 volumen de fenol,
seguido de agitacion vigorosa y centrifugacion a 12000xq durante
10 imin. Posteriormente se recogid 1la fase acuosas en la que se
encwuentra el DNA vy se repitid este tratamiento hasta que no
apairecidé ningun material en la interfase. La fase acuosa final
fue: extraida con fenol-cloroformo-alcohol isoamilico (25:24:1,
v/vi/v) y finalmente con cloroformo—alcohol isocamilico (24:1,
v/vr).

Tras la extraccidn, la muestra fue 7llevada hasta una
comcentracion final de 100 mM en NaCl y se precipitd el DNA con
2 wvolumenes de alcohol etilico absoluto o 0.6 volumenes de
alcohol isopropilico manteniéndose a -20 “°C durante al menos 2
h. El1 DNA precipitado fue recogido por centrifugacion a 12000xg
por- espacio de 15 min, se lavd con alcohol etilico 70% (v/v)

secandose finalmente a vacio.
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13) ELECTROFORESIS EN AGAROSA.

A fin de determinar el tamafo de DNA de los mononucleosomas
Yy oligonucleosomas obtenidos en el apartado 11, fueron
realizadas electroforesis en agarosa segun el método descrito
por Maniatis et al. (1982). Se utilizaron para ello geles de
agarosa de 1.8% (p/v) en tampdn TBE (tris 89 mM, acido bdrico 89
mM, EDTA 2 mM pH B.3) y de dimensiones 15 x 10 x 0.3 cm. Las
electroforesis se realizaron con el gel sumergido en el mismo
tampoh a 4 ©°C y 100 V durante 3-4 h.

Las huestras de DNA obtenidas como se describe en el
apartado anterior, se disolvieron en tampdn TBE suplementado con
glicerol 5% (v/v), azul de bromofenol 0.05% (p/v) y xilencianol
0.05% (p/v) usando como patron de pesos moleculares una muestra
del plasmido pBR 322 digerida con el enzima de restriccidn Hpall
(fragmentos de 622, 527, 404, 309, 242 y 160 pb).

Los geles se t;ﬁeron ‘con bromuro de etidio a 1 Kg/ml
disuelto en TBE durante 30 min, destiféndose posteriormente en
TBE durante otros 30 min mas. Para fotografiar los geles se
utilizd un transiluminador ultravioleta a 300 nm y una céamara
Polaroid MP4 cargada con negativos Agfapan 200 profesional de 9
x 12 cm a travées de un filtro ultravioleta convencional y un

filtro Kodak Wrattenm num. 22.
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14) ELECTROFORESIS Y TRATAMIENTO FLUOROGRAFICO DE LAS

HISTONAS.

El estudio de las histonas marcadas por las HAT con [1-14C]
acetil CoA.o de las.taHJ acetilhistonas desacetiladas por las
HD, se realizd mediante <separacién de las proteinas por
electroforesis en geles de poliacrilamida en presencia de SDS
(Lammly, 1970) o en presencia de tritdn X-100-acido acético
-urea (Alfageme et al.1975) y posterior analisis fluorogréafico
de los geles (Laskey y Mills, 1975).

El marcaje de las histonas con 1los enzimas HAT se realizd
en presencia de 0.1 HCi de [1-2%C] acetil CoA e incubando 1la
mezcla durante 15 min a 37 ©<°C, mientras que las [=H]
acetilhistonas se incubaron coﬁ la HD a 32 “C durante 1 h, Tras
el periodo de incubacion correspondiente 1las proteinas fueron

precipitadas por adicidén de TCA hasta una concentracidn del 25%.

En el caso de la incubacidén con mononucleosomas u
oligonucleosomass previamente a la precipitacién con TCA las
histonas fueron extraidas con HC1 0.25 M, de jédndose la
suspensidéon en frio una noche, y centrifugdndose finalmente a
12000xg 15 min. Al sobrenadante asi obtenido se le adiciond TCA
hasta la mencionada concentracion.

Las histonas precipitadas fueron lavadas dos veces con TCA
25%, dos veces con acetona-HC1 (70:1, v/v), dos veces més con

acetona, secdndose finalmente a vacio.
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14.1.- Electroforesis en gel de poliacrilamida-5SDS.

En este método el gel consta de dos capas de composiciodn
diferente; el gel inferior o separador, formado por acrilamida
al 15% (p/v), bisacrilamida 0.4% (p/v), tris-HC1l 0.4 M, SDS 0.1%
(p/v), persulfato amdnico 0.1% (p/v) y TEMED 0.2% (v/v), pH 8.8,
y el gel superior o concentrador compuesto por acrilamida 5%
(p/v)s bisacrilamida 0.2% (p/v), tris-HC1 .0.125 M, SDS 0.1%

(p/v)s persulfato amonico 0.1% (p/v) y TEMED 0.2% (v/v) a pH

Las muestras se disolvieron en tampoﬁ tris—-HC1 60 mM, SDS
3% (p/v) y glicerol 10% (v/v), 2-mercaptoetanol 4% (v/v) y azul
de bromofenol 0.01% (p/v) pH 6.8, realizdndose la electroforesis
en una solucidn 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 tincidn de los geles se llevd a cabo con azul Coomassie
R-250 0.1% (p/v) en metanol &4é&% (v/v) y &cido acético B%4 (v/v)
durante 4 h, y fueron desteridas posteriormente con una mezcla

de a4cido aceético S% (v/v) y metanol 20% (v/v).
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14.2.- Electroforesis en gel de poliacrilamida-TAU.

En este tipo de electroforesis el gel inferior estd formado
porr acrilamida 12% (p/v), bisacrilamida 0.08% (p/v),s persulfato
amoonico 0.1% (p/v)y TEMED O.5% (v/v), 4&cido acetico S% (v/v),
triiton X-100 0.45% (v/v) y urea 8 M; mientras que la composicidn
dell gel superior es acrilamida 7.5% (p/v), bisacrilamida 0.05%
(p//v), persulfato aménico 0.25% (p/v), TEMED 0.5% (v/v), acido
aceéetico S% (v/v), triton X-100 0.45% (v/v) y urea 8 M. E1 tama#o
dell gel fue de 25 x 15 cm y de 1 mm de espesor.

El gel de poliacrilamida se sometid a preelectroforesis en
aciido aceético 5% (v/v) para eliminar el exceso de TEMED vy
perrsulfato aménico a 200 V hasta que no se observd variacion en
el miliamperaje que atraviesa el gel. Posteriormente se
apllicaron 200 Bl de 2-mercaptoetilamina 1 M a cada pocillo y se
reaalizd wuna segunda preelectroforesis dufante 45 min a 140 V
parra eliminar la presencia de radicales libres.

Las muestras se disolvieron en &cido acético 3% (v/v), uresa
4 My, 2-mercaptoetanol 4% (v/vi y pironina 0.01% (p/v),
reasalizandose la electroforesis a 230 V durante 20 h. Los qgeles
se: tineron con azul Coomassie y se destiferon posteriormente en
lass condiciones descritas en el apartado anterior.

Mas tarde los geles fueron fotografiados usando un
treansilumindor y una camara Polaroid MP4 cargada con negativos

Agfifapam 200 profesional de 9 x 12 cm.
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14.3.- Tratamiento fluorografico de las histonas

marcadas.

Los geles desterfiidos como se detalla en el apartado
anterior se sumergieron durante 30 min en Amplify, secadndose a
continuacidén sobre papel Qhatman num. 3 a vacio en un secador de
geles LKB por espacio de 45 min. Los geles ya secos se pusieron
en contacto con peliculas autorradiograficas Hiperfilm MP y se
desarrollaron las fluorografias a -B0 ©C en oscuridad durante
periodos comprendidos entre 1| vy 4 semanas, dependiendo de 1la
radiactividad presente en 1los geles. Finalmente 1las placas
fotograficas se revelaron con revelador Kodak D-19 durante 15
min a 20 °C.

La marca incorporada a las histonas se cuantificd mediante
andlisis de la pelicula por un analizador de im&genes IBAS 2000
de Kontron, determindndose la densidad optica integrada (D.0.I.)
de las mismas,; uniformdndose este valor respecto a la cantidad

presente de cada histona en el gel teRido con azul Coomassie.
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15) TECNICAS ANALITICAS.

15.1.- Valoracidn de DNA.

Para la valoracioén del DNA se utilizé el procedimiento
espectrofluorimétrico descrito para levadure por Szent-Giorgi e
Isemberg (19B83) basado a su vez en el de Labarca y Paigen
(1980). Este método no posee interferencias debidas a 1la
presencia de RNA en los extractos.

El ensayo fue realizado mezclando 3 ml de tampdn NaCl 2 M,
EDTA 2 mM, fosfato sédico S0 mM, pH 7.4, con 15 Hl1 de una
disolucidn de bisbenzimidazol 0.2 mg/ml en agua y anadiendo 40
Kl de las muestras a valorar. La fluorescencia producida se
midié a 45B nm con rendija de 4 nm en un espectrofluorimetro
Perkin-Elmer MPH 44B, excitando 1la muestra a 356 nm y con
rendi ja de excitacidon de 10 nm. La curva patrédn en la que se
interpolan 1los valores de fluorescencia de las muestras se

realizd con DNA de testiculo de salmén entre 1 y 25 Hg/ml.

15.2.- Valoracion de proteinas.

La valoracidon de proteinas se realizd wutilizando el

reactivo azul de bromofenol segun el método descrito por Flores
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(1978).

La disolucion de azul de bromofenol se prepard disolviendo
75 mg de azul de bromofenol en 25 ml de acido acético glacial y
aradiendo 150 ml de alcohol etilico 95%, completdndose con agua
destilada hasta 1 1. Dicha solucidn permanece estable durante al
menos 1 semanas conservada en oscuridad.

El ensayo se realizd adicionando a 300 Kl de las muestras a
valorar, 2.7 ml del reactivo azul de bromofenol, agitandose
vigorosamente de inmediato y midiéndose la absorbancia a 610 nm.
La coloracidn obtenida permanece estable durante al menos B h.
Para obtener wna curva patrdn se utilizd BSA al 0.1%4, ajustada
espectrofotometricamente considerando, segun Bradford (1976), un
valor de €°-1%¥pgg -m de 0.66. En el intervalo de medida de O a

B0 Hg se interpolaron los valores de absorbancia de las muestras

de proteinas.
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Para poder conocer que funcidn o funciones se pueden
atribuir realmente a la acetilacién de 1las histonas en los
organiismos eucaridéticos es recomendable realizar previamente un
estudiio, que hasta el momento es fragmentario y confuso, sobre
la totélidad de 1los enzimas responsables de la ecetilacion y
desacetilacién de las histonas in vivo. La purificacidén parcial

de estos enzimas permitird, ademas, 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 enzimatica total maxima, procu}ando ademés emplear
métodos que permitan confiar en la recuperacidn 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 2 de materiales y meétodos, tres procedimientos de lisis
celular: la rotura mediante agitacidn con perlas de vidrio de
las células de levadura, la lisis en tampdén hipotdnico de
protoplastos obtenidos por digestién de 1la pared celular con
Novozym vy 1la rotura de 1los nucleos obtenidos a partir de

protoplastos formados por digestion con

f—glucuronidasa-arilsulfatasa, determindndose en cada caso la



Tabla 1I.- Actividad enzimdtica total per g de levadura,
valores representan la media de tres ensayos independientes.

DPM TOTAL (x103)

/a células

DPM BLANCO (x103)
/g células

obtenida por diferentes procedimientos de lisis celular, Los

DPM ENZIMATICO (x103)

/g células

$ACTIVIDAD OBTENIDA
RESPECTO A LA MAXIMA

EXTRACTO I:
AGITACION CON
PERLAS DE VIDRIO

EXTRACTO 1II :
PROTOPLASTOS

IT.1.- SIN SONICACION
I1.2.~- SONICACION A
125 W, 4x30 s

EXTRACTO III :
NUCLEOS

IIT.1.- CON FICOLL 18%
IIT.2.- CON TAMPON NB

(2.9810.13)

(27.78 1 0.90)

(40.38%t0.24)

(1.43%0.23)
(3.65%0.19)

(1.86%0.11)

(6.44%* 0.45)

(5.57%0.19)

(0.84%0.14)
(1.11%0.15)

(1.12% 0.29)

(21.34 £1.35)

(34.81%0.43)

(0.59%0.37)
(2.54£0.33)

61.3

100.0

N -
. .
w
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actiividad enzimatica total obtenida por gramo de levadura.
Tambbién se ha estudiado el efecto de la sonicacidn de los
proitoplastos lisados sobre el rendimiento enzimatico (tabla II).

Para la obtencidn de nudcleos a partir de protoplastos se ha
utillizado f-glucuronidasa-arilsulfatasa, vya que por este
proccedimiento los nicleos obtenidos poseen una mayor estabilidad
que: los que se obtienen por tratamientoc con Novozym. En la
puriificacion de los nucleos se han utilizado dos procedimientos
alteernativos: el descrito por Lohr vy Ide (1977), wutilizando
Ficcoll 1B% para la lisis de los protoplastos, y el descrito por
Neltson y Alonso (19886), que wutilizan ¢triton X-100 al 0.8% para
soliubilizar la membrana plasmadtica (tampdn NB).Este ultimo
proccedimiento es el que conduce a un rendimiento nuclear
supoerior.

El procedimiento por el que se obtuvo una mayor actividad
enz:imadtica total fue el de lisis de los protoplastos en tampdn
hiprotdnico (tabla I1). De los extractos obtenidos de esta forma
(1I{-1 y I1I-2)s el que fue posteriormente sonicado posee casi un
40%4+ mas de actividad respecto al extracto no sonicado. En los
cassos en los que se realiza una purificacién previa de los
nuc:leos, el rendimiento enzimdtico es sensiblemente menor, de un
7.33% mediante 1lisis de 1los protoplastos en tampén NB, e
infferior, sélo un 1.7%, empleando en ésta el Ficoll al 18%.

El método mé&s apropiado por tanto para la obtencidn de 1la
acttividad enziméticea total seria la lisis de los protoplastos
com posferior sonicacion en el que, ademéds, a diferencia de los

prodcedimientos con purificacion previa de 1los nucleos, no se
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excluye del extracto 1los posibles enzimas citoplasmdticos,
pudiendo estar por tanto presentes todos 1los isoenzimas de

levadura.

2) OBTENCION DE ACTIVIDADES ENZIMATICAS CRUDAS HAT.

Han sido descritos distintos procedimientos para 1la
obtencidn de actividades HAT en distintos organismos
eucaridticos. Algunos'autofes han sugerido, sin embargos que
determinados métodos, especialmente aquellos en los que los
extractos enzimaticos se someten a fuerzas idnicas o
concentraciones proteicaé elevadas, producen la peérdida de una
importante fraccidn de dicha actividad (Wiegand y Brutlag, 1981;
Wiktorowicz vy Bornner, 1982; Travis et al., 1984). 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
purificacion aquellas fracciones obtenidas por los distintos
métodos en los que existe actividad enzimédtica, eludiendo de
este modo la posibilidad de que en el procedimiento con mayor
rendimiento no sea extraido, c sea desnaturalizado
irreversiblemente, alguno(s) de los isoenzimas HAT presentes en

levadura.
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2.1.- Precipitacidn con acetona.

El procedimiento de precipitacidén con acetona a -20 °C, fue
descrito por Vidali et al. (1972), para la obtencidn de 1la
actividad histona desacetilasa (HD) de timo de ternera. En
nuestro estudio, 1los resultados de 1la precipitacidon de la
actividad de HAT de levadura indican que este procedimiento
conduce a la desnaturalizacidn irreversible de las histona
acetiltransferasas, por lo que se ha descartado su utilizaciodn

como agente precipitante de estos enzimas en levadura.

2.2.— Precipitacion con (NH,)=S0., Yy fraccionamiento

con distintos porcentajes de saturacidn.

Los resultados de precipitacion de la actividad enzimatica
HAT con el 90% de saturacion de (NH,)=S0., y de cuantificacidn de
la cantidad de DNA, mediante determinacidn espectrofluorimétrica
con bisbenzimidazol, Yy de RNA, determinado por
espectrofotometria a 260 nm, se resume en la tabla III. En dicha
tabla podemos observar que la precipitacidn con sulfato amdnico
conduce a un aumento importante de la actividad total HAT
respecto a la del extracto inicial. Ello seria debido
posiblemente a la eliminacidn de algun inhibidor enddgeno de los

enzimas durante esta etapa de purificacidén. Diversos autores han



Tabla II1.- Precipitacién de 1la actividad histona acetiltransferasa con (NH,).50, al 90% de saturacién. Los valores
representan la media de tres emsayos independientes. '

ACTIVIDAD ENZIMATICA TOTAL Cona] Crya’} mg DNA TOTAL mg RNA TOTAL
(dpm (x103)/g células) 9ug/ml) (mg/ml) /g células /9 células
EXTRACTO CRUDO (14.62% 1.19) . 371 7.19 1.64 31.79
PRECIPITACION CON
(1\134)2504 (68.46%* 0.97) 181 3.55 0.53 10.37
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sugerido que este 1inhibidor podria ser fragmentos pequefios de
DNA, los cualess; mediante interacciones con las histonas, harian
a éstas inaccesibles a las acetiltransferasas (Cano y Pestana,
19763 Wong, 1980; Kelner y Mc Carty, 19B4). En nuestro caso la
cuantificacion de DNA y RNA indica wuna importante reduccidn,
casi un 70% respecto al inicial, lo cual podria estar de acuerdo
con el incremento observado en la actividad HAT total.

Por otro lado, a fin de determinar con qué porcentaje de
saturacidon en (NH.)=50., se recoge una madxima actividad HAT, se
han precipitado fracciones de protoplastos sonicados con 30, 50,
70 y 90% de saturacién en esta sal (tabla IV). Los resultados
presentados indican que con un 504 en sulfato amdénico vyea se
recupera casi el B80% de 1la actividad obtenida con el 90% de
saturacidn, aunque aumenta en este segundo caso en un 110% la
cantidad de DNA existente respecto al primero. Sin embargo, es
importante sefalar que el valor de actividad HAT con el 90% de
saturacion estaria posiblemente infravalorédo respecto a los
demas puesto que en éste existe una proporcidn mayor de DNA vy
RNA. Por esta razén, y vya que nuestro objetivo es intentar
detectar todas las posibles actividades HAT presentes en
levadura, hemos preferido optar por el 90% de saturacion en
(NH, )=S0, , lo que nos garantiza una precipitacion casi
cuantitativa de las proteinas, incluyendo por tanto a todos los

isoenzimas HAT presentes en el extracto.



Tabla IV.- Fraccicnamiento de la actividad histona acetiltransferasa con diferentes porcentajes de saturacidn de
(N4, )eS0.. Los valores representan la sedia de tres ensayos independientes.

ACTIVIDAD ENZIMATICA TOTAL Cona?) CRrNA ] mg DNA TOTAL mg RNA TOTAL

/g células /g9 células

(dpm (x103)/g células) (pg/ml) | (mg/ml1)

EXTRACTO CRUDO (8.92%1.03) 513 3.92 9.60 73.32
PRECIPITACION CON

30% (NH4)ZSO4 (8.87%0.89) 64 1.22 0.21 3.84
PRECIPITACION CON

50% (NH4)2SO4 (77.50* 7.52) 358 8.93 1.43 35,70
PRECIPITACION CON

70% (1\1}14)2so4 (90.95* 3,57) 559 7.53 2.82 38.05
PRECIPITACION CON _

90% (NH,) .SO (99.66%1.59) 581 8.07 3.02 41,9

4°2774
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2.3.- Precipitacidén diferencial con el 10 y @20% de

PEG.

Belikoff et al. (1980) y Garcea y Alberts (1980) han
utilizado la precipitacién con polietilénglicol (PEG) de
extractos crudos,; con objeto de obtener actividades HAT en timo
de ternmnera vy hepatoma de rata respectivamente. Concretamente,
precipitan con un 10% de PEG en presencia de NaCl 2 M,
desechando el ﬁrecipitado que contiene mayoritariamente los
4cidos nucleicos. Posteriormente adicionan al sobrenadante PEG
hasta el 20%, para recoger en el sedimento final la actividad
HAT.

En levadura, nuestros resultados indican que 1la actividad
enzimatica se encuentra principalmente en el precipitado con el
10% (tabla V), quizds debido a que en esta fraccién se halla
casi el 80% del DNA del extracto crudo y que las HAT preéentan
posiblemente afinidad por estos acidos nucleicns. En el
precipitado del 20%, de cualquier modo, existe tambieéen una
apreciable actividad acetiltransferasa, lo cual nos conducirsd
posteriormente al estudio de los iscenzimas presentes en ambos

extractos.



Tabla V.- Precipitacién diferencial de la actividad histona acetiltransferasa
valores representan la sedia de tres ensayos independientes.

con el 10 y 20% de polietilénglicol. Los

ACTIVIDAD ENZIMATICA TOTAL Conal) CrRNa]) mg DNA TOTAL mg RNA TOTAL

(dpm (x103)/g células) . (ug/ml) {mg/ml) /g9 células) /g células
EXTRACTO CRUDO (39.86%4.61) - 662 14.92 3.87 86.87
10% DE PEG (211.76 ¥ 7.98) 1217 2.04 3.01 5.04
20% DE PEG (15.88% 5,92) 170 1.17 0.58 3.96
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2.4.- Ultracentrifugacion en presencia de NaCl.

Algunos autores han observado que en aquellos procesos en
los que los enzimas se aislan usando tampones de fuerza idnica
elevada, el rendimiento de extraccién es en general muy bajo
(Wiktorowicz y Bonner, 1982; Wiegand y Brutlaqg, 1981).

Con ob jeto de determinar en levadura la minima
concentracion salina necesaria para extraer una maxima actividad
enzimatica total, evitando de este modo, en lo posible, 1la
exposicidn de la actividad HAT a fuerzas idnicas elevadas, se ha
utilizado en dicha extraccidn concentraciones de NaCl de 0.5,
0.75, 1 y 2 M sobre una fraccidn de protoplastos no sonicados.
La actividad HAT de los sobrenadantes obtenidos tras
ultracentrifugar estas fracciones a 105000xgs 1 h, se incluyen
en la tgbla VI. En esta tabla podemos observar que a una
concentracidon de 0.5 M de NaCl ya se obtiene practicamente el
maximo de actividad enzimdtica. Ademds, tanto en la extraccidn
con 0.5 M como en 1la de 0.75 M de NaCl, se obtienen
concentraciones de DNA muy bajas. Por tanto no se estaria
infravalorando 1la actividad enzimadtica HAT extraida con 0.75 M
de NaCl, respecto a la obtenida con 0.5 M debida a una distinta
inhibicidén por el DNA. Asi pues no se utilizaran concentraciones
de NaCl superiores a 0.5 M para la extraccidn de las actividades
HAT. Por otra parte, a fuerzas itbnicas superiores, 1 v 2 M en
NaCl, 1la actividad total disminuye respecto a la que existe a

0.5 M. Esto podria indicar que a esas concentraciones de sal se



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 sedia de tres ensayos

independientes.
ACTIVIDAD ENZIMATICA TOTAL Cona ] CrNaAT] mg DNA TOTAL mg RNA TOTAL
(dpm (x103)/g células) (/eg/ml) (mg/ml} /g células /g células
EXTRACTO CRUDO (78.13%* 11.02) 225 68.0 15.00 453.33
0.50 M en NaCl (320.06%16.13) 18 37.1 0.13 265.88
0.75 M en NaCl (329.17+22.58) 32 45.2 0.23 323.93
1.00 M en NaCl (314.83%12.90) 36 44,7 0.26 320.35

2.00 M en WaCl (177.66+ 15.68) 50 23.8 0.36 170.57
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estaria produciendo parcialmente la inactivacidn irreversible de
dichos enzimas.

De los procedimientos de extraccién utilizados en este
apartado, en 1los que se obtiene wuna actividad enzimatica
apreciable, Yy que posteriormente seran estudiados con objeto de
determinar los isoenzimas presentes,; son: la precipitacidon con
(NH.) =504 al 90% de saturacidn, la precipitacidn diferencial con
10 y 20% PEG y la ultracentrifugacidn en presencia de NaCl 0.5
M. De entre ellos, eéste uUltimo es el que posee un mayor
rendimiento, si bien se debe tener en cuenta gque es posible que
los tres procedimientos conduzcan a la obtencidén de distintas
HAT. Este efecto se prodﬁce, por ejemplo, en el caso de higado
de rata en el que usan estos procedimientos de extraccion y en
los que se observa la existencia de actividades HAT distintas
entre si (ver tabla I). Por tanto, puesto que nuestro objetivo
es intentar determinar las actividades HAT presentes en
levadura, utilizafemos, en posteriores etapas de purificacidn,
los cuatro extractos obtenidos anteriormente.

Es importante seralar por otro lados, que en estos
procedimientos se observa wuna mayor actividad enzimdtica total
respecto a 1la medida en el extracto crudo inicial. Por .ello,
serd necesarioc eliminar el inhibidor, posiblemente DNA y RNA,
para poder asi cuantificar la actividad HAT real, no inhibida

por los acidos nucleicos del extracto.
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3) PURIFICACION DE HAT MEDIANTE CROMATOGRAF IAS DE

ADSORCION, INTERCAMBIO IONICO Y AFINIDAD.

A fin, esencialmente, de eliminar los &cidos nucleicos de
los extractos enzimaticos, se han probado diversos tipos de
cromatografias en las condiciones descritas en el apartado 4 de
materiales y metodos.

En este estudio se ha utilizado una fraccidn enzimaticea
obtenida por precipitacion con sulfato amonico, que constituye
un procedimiento de extraccion usado por diversos autores para
aislar las acetiltransferasas en distintos organismos
eucariotas. Ademds, esta fraccidn posee una proporcion elevada
de acidos nucleicos que podran ser cuantificados tras las

cromatografias.

3.1.- Cromatografia de adsorcidén en hidroxiapatito.

El uso de este tipo de cromatografia se basa en que los
acidos nucleicos son, en general, mas fuertemente retenidos en
la columna de hidroxiapatito que las proteinas, pﬁr lo que se
podria separar los enzimas HAT del DNA presente en el extracto.

En levadura, a pesar de que la actividad enzimatica es
retenida en la columna, la elucidon de las proteinas con un

gradiente continuo de fosfato séddico 0-0.6 M se realiza junto a
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una elevada proporcidon de 4acidos nucleicos. Esto se deberia
protbablemente a que en levadura existe una elevada proporcion de
RNA'y como se muestra por ejemplo en 1la tabla IV. A esta
deswventaja se suma el hecho de que 1la cromatografia debe
realizarse a unos 12 “C para evitar la precipitacion del fosfato
en el interior de la columna. Durante la cromatografia esta
temperatura favorece en gran medida la accidn de las proteasas
presentes en 1los extractos crudos, que en levadura son
especialmente abundantes, 1o cual reduce sensiblemente el
remidimiento de obtencidn de los enzimas HAT.

Estos dos inconvenientes desaconse jan utilizar: la
cromatografia en hidroxiapatito para el estudio de las

act:ividades histona acetiltransferasa en levadura.

3.2.~- Cromatografia de intercambio cationico en

CM—Sepharose CL-6B.

Este tipo de cromatografia ha sido utilizado con objeto de
que al poseer cargas negativas, el DNA vy RNA preséntes, no
quedarian retenidos en la columna, mientras que los enzimas
podrian serlo si poseyesen dominios de carga neta positiva,
separando de este modo ambas especies. En nuestro caso la
apl icacién se realizée a pH 7.0, eluyéndose las proteinas
retemidas con un gradiente de pH 7.0-9.5, tal como se describe

en ell apartado 4.2.1 de materiales y métodos. Tras ajustar el pH
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de las fracciones recogidas, se cuantificd la actividad HAT de
las mismas, observéandose que, en las condiciones descritas, la
actividad acetiltransferasa de levadura no queda retenida en
dicha columna. Estos resultados estan en desacuerdo con los
ocbtenidos por Travis et al. (1984), 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 fuerzea idnica de 260 mM en
NaCl. Esta diferencia podria ser debida a que estos autores
utilizan una fraccidn enzimatica previamente purificada,
mientras que en nuestros ensayos se aplican extractos mas o
menos crudos. Posiblemente la actividad acetiltransferasa pueda

no quedar retenida, por coeluir con 1la fraccidn de acidos

nucleicos debido a su afinidad por éstos.

3.3.~ Cromatografia de intercambio anidnico en

DEAE-Sepharose.

En este tipo de cromatografias, los acidos nucleicos quedan
retenidos mas fuertemente, por las cargas positivas del gel, que
las proteinas. Mediante un fraccionamiento se podria pues
separar la actividad HAT del DNA y RNA existentes. Para ello, se
aplicé una fraccion precipitada con (NH.)=50. al 90% de
saturacions; en una columna 3x18 cm de DEAE-Sepharose, en las
condiciones descritas en el apartado 4.2.2 de materiales vy

metodos. Los resultados de 1la elucién de la columna con une



Tabla VIL.- Actividad histona acetiltransferasa en la fraccién enzimética cromatografiada en colusna de DERE-Sepharose
{1.8 x 15 ca) eluida con NH.CI 0.35 M en tampén B. Los valores representan la sedia de tres ensayos

independientes.
ACTIVIDAD ENZIMATICA TOTAL Conal) CrRNAT] mg DNA TOTAL mg RNA TOTAL
3 - ”» ) >~
(dpm (x107)/g células) 9ug/ml) (mg/ml) /g células /g9 células

EXTRACTO CRUDO (17.27%2.15) 465 8.95 2.43 46.78
PRECIPITACION CON A
(NH4)2SO4 AL 90% (80.91%1.12) . 227 4.47 0.79 17.68
ELUCION CON 0.35 M DE :
NH4C1 EN DEAE-SEPHAROSE (201.36% 3,27) - 18 0.32 0.14 2.43
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fuerrza idénica 0.35 M en NHLCl1 (table VII), ponen de manifiesto
que en esta cromatografia se puede eliminar el 92% del DNA y el
82% del RNA presentes en el extracto. En el lavado existe
tamtbién una incorporacidén de radiactividad importante, aunque,
comm posteriormente se comprobaré, se trata de una actividad
acettiltransferasa no especifica para histonas.

La actividad HAT en el eluido es casi 2.5 veces superior a
la del precipitado con sulfato aménico, Yy mas de 11 veces mayor
que la del extracto crudo. Ya que en ambas etapas de
puriificacidn se reduce drasticamente la cantidad de DNA y RNA,
estws resultados estarian de acuerdo con 1la hipdtesis del
posiible efecto inhibidor de 1los 4cidos nucleicos sobre 1la

act:ividad HAT.

3.4.~ Cromatografia de afinidad en DNA-celulosa.

Algunos autores (Belikoff et al., 1980; Bohm et al., 1980;
Estiepa y Pestara, 1983) han wutilizade cromatografias en
DNAl-celulosa para la separacidén y purificacidn de actividades
HAT de diversos organismos eucaridticos. E1 DNA y RNA no son
retienidos en esta cromatografia, eluyendo en 1la fraccidn del
lawado.

Para determinar si este efecto se produce también en
levvadura, se aplicd wuna fraccidén proteica (obtenida por

prexcipitaciéon con (NH.)=50.) en una columna 1x8 cm de
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DNA-celulosa de doble cadena (materiales vy métodos; apartado
4.3). Los resultados indican que 1la actividad HAT no parece
tener, en las condiciones descritas, afinidad por el DNA puesto
que es recuperada junto con los acidos nucleicos en el lavado de
la columna. Estos resultados son similares a los descritos por
Travis et al.(1984), en los que la actividad enzimatica aislada
de cromatina de levadura tampoco es retenida en esté tipo de

cromatografia.

De este apartado se puede concluir ques de todos los tipos
de cromatografias estudiados,; la realizada en DEAE-Sepharose es
en la que mejores resul tados se obtienen, tanto en 1la
eliminacidn de 1los 4cidos nucleicos presentesy como en 1la
retencidn de 1la actividad histona acetiltransferasa. Por todo
ello se utilizard fundamentalmente esta cromatografia para el

andlisis de las actividades isoenzimaticas HAT bresentes en

——— e e et A e SR mamaT o

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 mas apropiados para los ensayos enzimdticos, asi como 1lea

influencia de la concentracién salina en el tampdn de incubacidn
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sobre la actividad histona acetiltransferasa. Se ha utilizado,
en estos estudios, una fraccion enzim&tica obtenida por elucidn
con NH4Cl 0.35 M de una columna de DEAE-Sepharose a 1la que se
habia aplicado una fraccidn proteica precipitada con (NHg)=S0..
Asimismo se ha estudiado le influencia que ejercen el pH vy la
fuerza idnica sobre 1la acetilacioﬁ quimica, con el fin de
establecer 1las condiciones méds apropiadas para eliminar la
incidencia de ésta en los ensayos de actividad enzimatica.
Finalmente, se ha determinado el tiempo de cultivo de la
levadura al cual se obtiene un maximo de actividad total histona

acetiltransferasa.

4.1.- Determinacion de las condiciones de ensayo.

4,1.1.- Variacidn de la actividad HAT con el pH.

Para determinar el pH dptimo de incubacion se estabilizaron
alicuotas de la fraccidn enzimdtica, mediante cromatografia en
Sephadex G-25, a8 pH comprendidos entre 7.0 vy 9.1. La figura 2
muestra los resultados de 1los ensayos de actividad HAT de los
eluidos de estas columnas. En dicha figura se puede observar un
pH dptimo de incubacidn entre 7.3 y 7.6, cuando se realizan los
ensayos a 37 “C. Hay que indicar, sin embargo, que el pH del

tampén tris-HC1 posee una acusada dependencia con la



7.0 7.5 8.0 8.5 9.0

Figura 2.- Variacién de la actividad histona acetiltransferasa de levadura en funcién del pH. Los valores
representan la media de tres ensayos independientes realizados a 37 °C, durante 20 min.
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temperatura, vy que el valor obtenido a 37 ©C se corresponde con
un pH entre 7.8 v 8.0 a 4 ©C. Por tantos, el pH a que se eluyeron
las columnas de DEAE-Sepharose correspondientes, para obtener
los enzimas en las condiciones ¢ptimas de ensayos, serd de 7.9
(ver apartado 5.2 de materiales y métodos).

Un pH dptimo cercano al neutro, como el indicado para la
actividad HAT de levadura, concuerda con lo observado por Wong y
Patton (1985) para 1la acetiltransferasa nuclear de timo de
ternera, a la gque parece inhibir tanto la presencia dé cationes
como de aniones. Segun estos autores, esto podria sugerir gue
los sitios de interaccion del centro activo con los sustratos
deben poseer cargas positivas y cargaes negativas, lo cual
responde, seguramente, al cardcter bésico de las histonas y a la
presencia en el acetil CoA de tres cargas negativas a pH neutro.

El wvalor de pH optimo en levadura es similar al descrito
para la actividad HAT obtenida en higado de cerdo (Kelner y Mc
Carty, 1984) y en higado de rata (Wiktorowicz y Bonner, 1982),
siendo superior el encontrado para esta actividad en Artemisa

salina (Cano y Pestara, 1979) y en Drosophila melanogaster

(Wiegand y Brutlag, 1981), ambos con valores alrededor de B.S.

4.1.2.- Variacion de la actividad enzimatica con 1la

temperatura de incubacidn.

En 1la figura 3 se representan los resultados obtenidos de
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Finura 3.- Efecto de la temperatura de incubacién sobre la actividad histona acetiltransferasa de levadura.

io o) actividad total; (* ¢/actividad enzimatica; (a .a) controles (fracciones
enzimdticas 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 funcién de la temperatura a la que se realiza
el ensayo. Asimismo en dicha figura se ha representado la
incorporacién de radiactividad en los controless; en los que la
actividad enzimdtica es inectivada a 70 ©°C durante 10 min, en
funcién de la temperatura. De esta grafica se desprende que la
temperatura dptima 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 optima de 25
©C para la HAT ' obtenida a partir de cromatina de levadura

comercial prensada.

4.1.3.- Tiempo de incubacidn.

La cuantificacién de 1la actividad enzimatica frente al
tiempo de incubacién de los ensayos se realizd como se describe
en el apartado 5.1 de materiales y métodoss incubando la mezcla
durante S, 10, 20, 30, 45, 60 y 75 min respectivamente (fig. 4).
En base a los resultados representados en esta grafica, el
tiempo elegido como el més apropiado para la incubacion es de 20
min, puesto que a tiempos superiores la incorporacidn de
radiactividad no excede del 10% de la incorporacion durante este
tiempo.

Por tantos, los ensayos de actividad HAT que se describen
mas adelante, se llevan a cabo segun el procedimiento indicado

en el apartado S.1 de materiales y métodossy & un pH de 7.9
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Figura 4.- Variacién de la actividag histona acetiltransferasa de levadura con el tieapo de incubacién. Cada
valor representa la media de tres ensayos independientes medidos a 37 y pH 7.9,
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{medido a 4 ?C) y a 37 °C durante 20 min.

4.,1.4.— Concentracion de NH.Cl en el medio de

incubacidn.

La actividad HAT se purifica, parcialmente, mediante
cromatografia en DEAE-Sepharose,; eluyéndose de la misma con
distintas concentraciones de cloruro aménico (apartado 4.2.2 de
materiales vy meétodos). Para conocer la posible influencia de
esta sal sbbre la actividad acetiltransferasa, se ha llevado una
fraccion enzimatica a concentraciones de NH.Cl variables, entre
Oy 600 mM, midiéndose posteriormente la actividad HAT (figura
S5). Los valores de actividad enzimdtica se obtienen restando a
la Encorporacidn radiactiva total, - 1la correspondiente a los
controles previamente calentados a 70 ©C durante 10 min. La
actividad enzimética permanece practicamente constante hasta una
concentracidén de 300 mM, si bien parece existir un ligeroc maximo
a una concentracién de NH.C1l de 100 mM. A concentraciones de sal
superiores a 300 mM la actividad enzimatica disminuye
rédpidamente. Estos resultados concuerdan con los descritos en
Drosophila melanogsster (Wiegand y Brutlag, 1981) y en hepatoma
de rata (BGarcea vy Alberts, 1980), en los que se obtiene un
mé&ximo de actividad a una concentracidn de 100 mM en KCl1.

De todos estos resultados podemos concluir que la fuerza

idénica del medio de incubacidn no debe superar una concentracion
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Figura 5.- Influencia de la concentracion de NhUCI sobre la actividad histona acetiltransferasa de levadura.
(o o) actividad total; it *) actividad enziiatica; (M. .. ) controles (fracciones
enziadticas calentadas a 70 °Ci durante 10 ain). Cada valor representa la ledia de tres ensayos
independientes.
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de 300 mM en NH,CI1.

4.2.- Acetilacidén gquimica de histonas.

En los ensayos realizados en el apartado 4.1 se ha ‘podido
comprobar (como se observa en la fig. S) que la incorporacidn de
radiactividad en 1los controless en los que las fracciones
enzimaticas se 1inactivan &a 70 ©°C durante 10 min, aumenta
considerablemente a fuerzas idnicas bajas. Algunos autores (Paik
et al., 1970; Delpech et al., 1983) han sugerido que esta
incorporacién seria el resultado de una acetilacidn quimica de
las histonas por el acetil CoA, usado como sustrato en los
ensayos de actividad. A fin de atenuar, en los ensayos
enzimaticos, 1la incorporacién de radiactividad debida a la
acetilacion quimica, se han realizado estudios para determinar

los pardmetros que inciden sobre esta incorporacion.

4.2.1.- Influencia de la concentracion de NH,Cl.

Uno de los parametros que mas parecen influir en la
acetilacién quimica de las histonas es la fuerza idnica. En la
figura 6 se observa que esta incorporacion disminuye rapidamente

al aumentar 1la concentracion de NH.C1 del medio, siendo, a
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Figura 6.~ Influencia de la concentracién de NH.Cl sobre 1a acetilacién quimica de las histonas. Los valores
representan la media de tres resultados independientes.
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valores superiores a 100 mM, inferior a un 25% de 1la producida
en ausencia de sal.. Este comportamiento se ha observado
igualmente si en lugar de utilizar NHLC1l se emplean otraslsales
como NaCl o KNOm.

Podemos concluir en base a estos resul tados que,
indepemndientemente del tipo de sal, a8 fuerzas idnicas superiores
a 100 mM la acetilacidn quimica se reduce de forma considerable.

Baséandonos en los resultados obtenidos en el apartado 4.1.4%
y en el presentes podemos deducir que la fuerza idnica mas
apropiada para 1los ensayos de actividad enzimatica es de
alrededor de 100 mM en NH.Cl. A esta concentracion la actividad
HAT parece poseer un méaximo valor (fig. 5) vy 1la acetilacion
quimica (fig. 6) 1lo que constituye menos del 12% de 1la

incorporacidn total de radiactividad sobre las histonas (fig.5).

4.2.2.— Influencia del pH.

La acetilacion quimica también parece depender
considerablemente del pH al que se realiza la incubacidon de las
histomnas con el [1-*%C] acetil CoA. En 1la figura 7 se puede
determinar gue el pH en el que existe un maximo de
incorporacidn, tanto en presencia de 50 mM de NH,LCl como en su
ausencia, se situa en valores entre B8.1 vy 8.4. Paik et al.

(1970, wusando un tampdn glicina-NaOH, observaron que el maximo
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Figura 7.- Influencia del pH sobre la acetilacisn quimica de las histonas. Los emsayos se realizaron por
triplicade en presencia de 50 aM de NH.C1 (o------0) 0 en ausencia del miseo (e=————e].
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de acetilacidn quimica se realiza a un pH de alrededor de 10.
Sin embargo, estos mismos autores han sefalado que 1la glicina
parece interferir en sus resultados, puesto que compite con las

histonas por el acetil CoA.

4.3.~- Determinacion del méaximo de actividad HAT en la

curva de crecimiento de levadura.

Con objeto de determinar en que momento de 1la curva de
cultivo de levadura se obtiene una actividad HAT méxima, se
aplicaron a 2 1 de medio liquido, 10 g de células de un cultivo
previo mantenido en fase estacionaria de crecimiento durante &5
h. Posteriormente se fueron sacando alicuotas a diferentes
tiempos, midiéndose en'cada una de ellas la actividad enziméatica
total tras cromatografiar los extractos precipitados con sulfato
amdnico en columnas (1.8x15 cm) de DEAE-Sepharose. Asimismo se
cuantificd espectrofluorimétricamente la cantidad de DNA en 1los
extractos crudos, con objeto de hacer comparativos los
resul tados de actividad enzimatica total (fig. 8).

En dicha figura se observa que en fase exponencial temprana
de cultivo la actividad HAT va aumentando respecto a la del
indculo inicial, siendo casi dos veces superior a 1la actividad
de éste, hacia los 60 min de cultivo. Durante el resto de lea
fase exponencial la actividad continuse aumentando hasta alcanzar

un valor maximo, unas tres veces superior a la del indculo, en
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Figura 8.- Actividad total histona acetiltransferasa en funcién del tiempo de cultivo de levadura. Histograea:

actividad histona acetiltransferasa; (e————e) concentracién de levadura.
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fase estacionaria temprana, hacia 1los 300 min de cultivo.
Posteriormente, dicha actividad va decayendo durante la fase
estacionaria, alcanzando un S50% del valor maximo a los 1500 min
de cultivo.

Es interesante sefalar que la elevada actividad HAT
observada durante 1la fase exponen?ial, respecto a la fase
estacionaria, estaria 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 podria a su
vez estar relacionado con la elevada tasa de transcripcion que
existe en levadura durante esta fase (Lohr y Ide, 197%9).

De todos estos resultados podemos concluir que el maximo de
actividad enzimadtica histona acetiltransferasa se encuentra
entre el final de fase exponencial y principio de fase
estacionariay que en un experimento como el descrito se situa

alrededor de los 300 min del cultivo de levadura.

S) SEPARACION DE ACTIVIDADES ENZIMATICAS HAT DE UN EXTRACTO

PROTEICO PRECIPITADO CON SULFATO AMONICO.

Con objeto de observar 1la presencia de posibles isoenzimas
en un extracto proteico de levadura, obtenido por precipitacion
con (NH4)=S50., al 90% de saturaciéon, s ha utilizado una
cromatografia en DEAE-Sepharose, eluida con un gradiente

continuo de fuerza idnica 0.01-0.35 M en NHLC1l (fig. ?). En esta
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grafica se puede observar, ordenados por su elucidén de la
columna, en primer 1lugar, 1la existencia de una importante
actividad acetiltransferasa que es recogida en las fracciones
del lavado de la columna (fracciones S a 15). En el gradiente de
NH,C1l aparecen hasta tres picos de actividad enzimatica a los
que se ha denominado como HAT A, HAT Bl vy HAT BII. El1 primer
pico eluye de la columna a una fuerza idnica correspondiente a
una concentracidn aproximada de 0.12 M en NH4Cl, mientras que
los otros dosy, no totalmente separados entre si, eluyen a
fuerzas ibnicas de &alrededor de 0.2 y 0.256 M en la sal,
respectivamente.

En el presente apartado se realizara un estudio de cada uno
de los picos de actividad observados en 1la cfomatografia,

incluido el pico de la fraccidn que no es retenide en la misma.

5.1.— Actividad acetiltransferasa no retenida en

DEAE-Sepharose.
Como se puede observar en la figura 9, existe una

importante actividad acetiltransferasa que eluye en el lavado de
la cromatografia en DEAE-Sepharose. Una posible explicacidn para
la aparicion de esta actividad seria que la capacidad de
retencidn de la columna Qudiera encontrarse saturada por la
elevada cantidad de proteinas existente en el extracto,

coeluyendo por esa razén parte de la actividad HAT con el
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lavado. Para comprobar este extremo se recogieron las fracciones
con actividad enzimatica senrnaladas en 1la figura D se
recromatografiaron en otra columna de DEAE-Sepharose vy se
eluyeron las proteinas retenidas con una fuerza idnica 0.35 M en
NH.C1. Los resultados obtenidos indican que 1la actividad
acetiltransferasa se recupera de nuevo en el lavados no
existiendo practicamente actividad enzimatica retenida en la
columna. Por tanto, podemos concluir que la capacidad de la
columna parece ser suficiente para retener 1la 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
enzimaticas recogidas en el lavado se d{alizaron frente a tampdn
B, a pH 7.0 y se aplicaron en una columna de CM-Sepharose en las
condiciones descritas en el apartado 6.2.1 de materiales vy
meétodos. Los reéultados de la elucidn de la célumna indican que
la actividad acetiltransferasa tampoco es retenida en este tipo
de cromatografia, recogiéndose por tanto en 1la fraccidén del
lavado. Una posible explicacidn de que esta actividad no sea
retenida en ninguna de 1las dos cromatografias podria ser que
ambas fracciones del lavado contengan material no totalmente
solubilizado, posiblemente cromatinico, lo cual vendria apoyado
por el hecho de que estas fracciones presenten un aspecto
turbio. Este circunstancia podria explicar; a su vez, la
capacidad que posee la actividad no retenida de incorporar méas

radiactividad 4acido-insoluble en ausencia de histonas exégenas
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que en su presencias; ya que lo que se estaria produciendo seria
la autoacetilacién del material cromatinico 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 enzimatica purificada,
se realizé un estudio fluorogréfico de las proteinas marcadas
por dicha actividad en presencia y ausencia de histonas
exodgenas. Los resultados indican que esta actividad enzimatica
no acetila especificamente a ninguna histonas es decir, no se
trataria realmente de una actividad HAT » sino de una
acetiltransferasa con especificidad sobre proteinas no histonas,
de peso molecular mas elevado que el de las histonas, presentes
en el extracto.

En base a estos resultados podemos concluir que la
cromatografia en DEAE-Sepharose retiene a la totalidad de los
isoenzimas HAT presentes en el extracto precipitado con sulfato

amonico al 90% de saturacion.

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

Con objeto de poder estudiar 1la actividad HAT A
independientemente de las HAT BI y HAT BII (ver figura ?), se

aplicéd en una columna de DEAE-Sepharose wun extracto total



Tabla VIII.- Actividad acetiltransferasa no retenida en la cromatografia en DEAE-Sepharose tras ultracentrifugacidn en

presencia de NaCl 0.5 M. Los valores representan la media de tres ensayos independientes.

ACTIVIDAD ENZIMATICA (dpm)

% DE ACTIVIDAD

1.- ANTES ULTRACENTRIFUGACION A

105000xg, durante 1 h

BLANCO INACTIVADO A 70 °C
durante 10 min

BLANCO SIN HISTONAS

SOBRENADANTE TRAS LA ULTRA-
CENTRIFUGACION

BLANCO INACTIVADO A 70 °C
durante 10 min

BLANCO SIN HISTONAS

(1877% 54)

(215% 38)
(3155% 30)
(2394 * 148)

(550% 13)

(4250 % 136)

100

12

168

100

23

178
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cbtenido por precipitacién con (NH4)=504s eluyéndose las
proteinas retenidas con un gradiente continuo de NH4LC1l 0.01-0.15
M. En el panel A de la figura 10 se observa la existencia de un
solo pico de actividad enzimdtica, que eluye a una fuerza idnica
aproximada de 0.12 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
fluorografias a lo 1largo de todo el perfil de actividédes
enzimaticas. La marca incorporada a las histonas se cuanfificd
mediante andlisis de la pelicula fluorogrédfice con un analizador
de imagenes IBAS 2000 de Kontron, determinandose en ellas la
densidad optica integrada (D.0.I.), uniformandose ésta respecto
a la cantidad de histonas presente en el gel de
poliacrilamida-SDS terido con azul Coomassie.

Tal como se observa en la figura 10 C la acetilacidn que se
produce en la histona H2B de levadura parece preceder a la que
se realize sobre la histona H3. Asi, el madximo de incorporacidn
radiactiva sobre 1la histona H2B se encuentra en la carrera
electroforética numero 4, mientras que el maximo sobre 1la
histona H3 se produce posteriormente en la carrera 5. En dicha
carrere la acetilacidén sobre la histona H2B se ha reducido en un
40% respecto a la que se observa para la misma histona en la
carrera numero 4. En relacidén a 1le histona H4 de ievadura (fig.
10 C) podemos indicar que 1la radiactividad incorporada sobre
eésta parece seguir un comportamiento similar al que se produce
en la histona H2B, puesto que aumenta su incorporacidn desde la

carrera 3 a la 4, disminuyendo posteriormente, de forma paralela
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a HeB, en la carrera numero S.

Por ténto. este primer pico HAT A parece estar formado
realmente por al menos dos actividades enzimdticas: la primera,
a la que denominaremos HAT (sa)Al, acetilaria a la histona H2B
en levadura y secundariamente a H4, mientras que 1la segunda,
denominada HAT (sa)AIl, acetilaria exclusivamente a H3.

Por otro lado también se ha determinado la especificidad de
estoé enzimas por las histonas de eritrocito ya que se han
utilizado estas histonas, méds féciles de obtener en estado puro
que las de levadura, para localizar los picos de actividad HAT
en los gradientes de NH4Cl. La especificidad de los enzimas
(sa)Al y (sa)All 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 1la actividad frente a H4, aunque siguiendo el mismo perfil
que en levadura vy, en segundo 'luéar, sorprendentemente, lea
histona H2A de eritrocito, es marcada en lugar de la histona HZ2B
como ocurre con histonas de levadura. En este caso, tambiéen el
perfil de la acetilacidn sobre H2A de eritrocito coincide con el
de H2B de levadura. Por tanto el enzima denominado (sa)Al
acetilaria a las histonas HZ2B>H4 de levadura vy las histonas
H4>HZ2A de eritrocito. La razon molecular de que el enzima HAT
(sa)A]l acetile a H2B con histonas homdlogas y a H2A con histonas
de eritrocito no es conocida, aunque un intento de explicacidn
serie indicar que la secuencia de 1la region N-terminal de 1la
histoné HZ2B de levadura es bastante diferente (tan sélo un 40%

de homologia) de 1la de los eucariotas superiores (Wu et al.,
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1986), por lo que el enzima podria reconocer preferentemente la
secuencia de H2A de eritrocito respecto a la de H2B, aunque con
menor eficiencia que a la histona HZ2B de levadure.

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

Se han wutilizado diversos procedimientos para intentar
separar las gctividades HAT (sa)Al vy HAT (sa)AlIl. Una de las
técnicas con mayores posibilidades para 1la separacion de 1los
enzimas, es el cromatoenfoque. En este caso se recogid '1 ml de
cada una de las fracciones con actividad enzimdtica seraladas en
la figura 10 A, concentrandose por wultracentrifugacion Yy
aplicandose en una columna 1x30 cm'de polielectrolito PBE 24, en
las condiciones descritas en el apartado 4.5 de materiales vy
métodos. Los resultados de 1la elucién con polibuffer 96,
presentados en la figura 11, muestran que 1la actividad
enzimatica permanece aun retenida en 1la columna a pH inferiores'
a 6.5. Travis et al. (1984), describen que 1la actividad
enzimatica aislada de cromatina de levadura, es desnaturalizada
irreversiblemente & pH inferiores a 6 o superiores a 10. Por
tanto, vy puesto que el punto isoeléctrico de estos enzimas
parece ser inferior a 6.5, esta cromatografia no puede ser
utilizada apropiadamente para separar las actividades HAT (sa)Al
y HAT (sa)AIl.

Otro de los procedimientos utilizados para intentar separar
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estos enzimas, ha sido la cromatografia de exclusidn molecular
en Ultrogel AcA34. Para ellos, se recogieron las fracciones con
actividad enzimatica indicadas en 1la figura 10 A, se
concentraron por ultrafiltracidon y se aplicaron en una columna
1.8x120 cm de Ultrogel AcA34. La elucidn proteica y los
resultados de actividad de las fracciones se presentan en la
figura 12 A. En esta cromatografia, la actividad HAT A eluye
también en forma de wun pico Junico, a un volumen de eluciodn
correspondiente a proteinas con una masa molecular de unos
160000220000, indicando que las masas moleculares de ambos
enzimas son bastante similares.

En 1la figura 12 B se muestra el resultado de la incubacidn
de las fracciones con actividad enzimdtica, obtenidas en esta
Crométografia,.frente a histonas de levadura vy realizandb la
correspondienfe _fluorografia. Como caebe esperar, las histonas
acetiladas son H2B>H3>>H4, resultante por tanto de la accidn
simulténea de las actividades enzimdticas con especificidad por
H2B>H4 y por H3, respectiVamente. Se puede concluir pues que,
ambos enzimas poseen caracteristicas fisico—-quimicas muy
similares,; lo gque conduce a que su separacién 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 organismos asi
como estudiar sus especificidades, la coelucidn de ambas
actividades HAT (sa)Al y HAT (sa)AIl en diferentes sistemas
cromatogréaficos, no representa un problema grave. No obstante,

hay que seralar que el empleo de otros sistemas de separacidn de
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actiwidades HAT, utilizados por diversos autores, tales como
CM-Seepharoses; DNA-celulosa e hidroxiapatito, no han resultado
efecttivos en el caso que nos ocupa.

Cabe sefalar que esta gran similitud entre diferentes
isoemzimas HAT, sdlo diferenciables por una peqgquenas pero
apreciable, variacién en su elucidn en 1la cromatografia sobre
DEAE~Sepharose, podria quizads extenderse a otros organismos
estudiados, en los que es habitual encontrar que los picos de
actiwidad HAT actuan sobre 1las cuatro histonas del ‘"core",

aunque con diferentes intensidades (ver tabls 1).

5.3.— Actividades HAT Bl y HAT BII.

'Como se ha indicado anteriormentes en 1la figura 9 se
obsefva la presencia de dos picos de actividad enzimatica, no
totalmente separados entre siy que eluyen & fuerzas 1idnicas
superiores a la de HAT A. Para poder confirmar la existencia de
estas dos actividades, a la vez que lograr una resolucion
superior, se aplicd en wuna columna de DEAE-Sepharose, un
extracto proteico precipitado con (NH4) 2504, se lavo
extensivamente la misma con un tampdn de fuerze idnica 0.15 M en
NH.Cl, con objeto de separar de la columna le actividad HAT A,
eluyéndose posteriormente las proteinas retenidas con un
gradiente continuo de NHLCl1 0.15-0.35 M (fig. 13 A). En la

grafica se observa la presencia de dos actividades enzimaticas,
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denominadas como HAT BI y HAT Blls que eluyen a unas
concentraciones aproximadas de NH.C1 de 0.20 y 0.25 M,
respectivamente. Por otro lados, los resultados de especificidad
de las fracciones sernaladas en el perfil de actividad, nos
muestran la existenciea de dos maximos de incorporacion
radiactiva en la histona H4, que coinciden con los dos picos de
actividad HAT de 1la figura 13 A. El primer mdximo es el méas
intenso y se encuentra centrado sobre la carrera electroforeética
numero 3, mientras que el sequndo maximo se localiza sobre la
numero B (fig. 13 B). Podemos observar ademas que el primer pico
de actividad, acetila también parcialmente a 1la histona H3,
aungue con menor intensidad (alrededor del S%)s que la marca
rédiactiva incorporada en la histona H4. Por tanto, los datos de
intensidad 6ptica integrada indican que el enzima HAT (sa)BI
acetila preferentemente a la histona H4, y en menor medida a H3,
mientras que la HAT (sa)BIl acetila exclusivamente a H4. La
especificidad de 1los enzimas por las histonas de eritrocito es
similar a 1la descrita para levadura, por lo que no se ha
incluido 1la gréfica correspondiente de densidades dpticas.
Debemos indicar que no puede descartarse totalmente la idea de
que la acetilacidén sobre 1la histona H3 pudiera deberse a una
contaminacidn minoritarie del enzima HAT (sa)AIl, el cual, como
se.observd en la figura 10 acetila especificamente a esta
histona. Sin embargo podemos sefalar que la fuerza idénica del
tampén de lavedos; 0.15 M en NH,LCl, parece ser suficiente para
poder eliminar, de la columna de DEARE-Sepharose, un enzima Qque

eluye normalmente a una concentracién de cloruro aménico de
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.12 M,

Se ha considerado también la posibilidad de que las dos
actividades, HAT Bl y HAT BIl, sean realmente un solo enzima, Yy
que aparezcan separados por la presencia de una actividad
histona desacetilasa que eluiria en 1la cromatografia a una
fuerza idnica intermedia entre 0.20 y 0:25 M en NH.Cl. Sin
. embargos hemos observado que la fuerza idénica a la que eluye la
HD de levaduras en columnas de DEAE-Sepharose, es de alrededor
0.20 M en NH,Cl (Sa&nchez del Pino, 1987), similar a la que eluye
la HAT Bl, no ocurriendo por tanto en la zona del valle entre
las dos actividades HAT. Ademas, podemos senalar que la
capacidad de la HD para desacetilar las histonas,; parecer ser
insuficiente pare producir la separacidn de un solo enzima HAT
en dos picos de actividad enzimatica. En los ensayos enzimaticos
con la histona desacetilasa, en la zona donde existe el maximo
de actividad de 1la misma, se produce una desacetilacidn del
sustrato de histonas, marcadés radiactivamente,; que en todos los
casos es inferior al 6% del total y por tantos sensiblemente
inferior a la caida de actividad HAT que se observa en la figura
13 A (de mas del 70% desde el maximo del enzima HAT (sa)Bl y el
valle entre este enzima y el HAT (sa)BIIl).

Con objeto de purificar las actividades HAT (sa)BI y HAT
(sa)Bll, para utilizarlas en estudios posteriores, se recogieron
las fracciones con actividad enzimatica seraladas en 1la figura
13 A, se concentraron por ultrafiltracién vy se aplicaron en
columnas 1.8x120 cm de Ultrogel AcA34 (fig. 14 y 15). Las dos

actividades se recogen en forme de picos unicos, simétricos, con
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Figura I*t.~ Cromatografia en columna de Ultrogel AcA3" (1.8 x 120 cm) de la actividad HAT BI obtenida en la
cromatografia en DEAE-Sepharose de la fig. 13. A) Elucién proteica con tampén B, 35 mi! en NHJ)L a
un flujo de 16 ml/h. (=== +) Reeo? (o 0) actividad enzimdtica. B) Electroforesis en gel de
poliacrilanda-SDS de las histonas de levadura marcadas radiactivamente con la actividad HAT BI de
la cromatografia. 1) Tincion del gel con azul Coomassie; 2) Fluorografia del mismo gel.
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Figura 15.- Cromatografia en columna de Ultrogel AcA3" (1.8 x 120 cm) de la actividad HAT BIT obtenida en la
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poliacrilamida-SDS de las histonas de levadura marcadas radiactivamente con la actividad HAT BII
de la cromatografia. 1) Tincién del gel con azul Coomassie. 2) Fluorografia del mismo gel.
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volumenes de elucidén similares, que corresponden con el de
proteinas de masa molecular aproximada de 130000x20000. En el
pamel B de las figuras 14 vy 15 se muestra la especificidad de
cada actividad enzimatica con histonas de levadura. Tal como se
presentaba en 1la figura 13, las actividades HAT (sa)BIl y HAT
(sa)BI] parecen acetilar respectivamente a las histonas H4>>H3 vy
a H4. Debemos senalar que 1la incorporacion de grupos acetilo
sobre H3 del enzima {(sa)Bl, no parece pues ser una contaminacidn
del (sa)AlIl, ya que este ultimo posee una masa molecular algo
mayor y no coeluiria con la HAT (sa)Bl, al menos en las
fracciones del Ultrogel con maxima actividad para este enzima,

comn las que se han realizado las fluorografias.

S.4.- Especificidad frente a nucleosomas.

Con objeto de conocer si las actividades HAT A (formada por
(sa)Al y (sa)All)s HAT BI y HAT BII, acetilan a 1las histonas
cuando eéstas estan en forma de nucleosomas, se han incubado
nucleosomas de eritrocito con estas actividades enzimaticas
purificadas por cromatografia en Ultrogel AcAR34 (ver fig. 12,
14 y 15). Los resultados obtenidos a partir de las fluorografias
correspondientes (tabla IX) indican que la HAT A posee
especificidad por las histonas, en nucleosomas,
H2A(69%)>>H3(18%)>H4 (B%)>H2B(4%) s siendo basicamente similar a

ila especificidad que existe con histonas libres (ver fig. 10 B).



Tabla IX,- Especificidaq de las actividades HAT A, HAT BI y HAT BII, obtenidas por precipitacién con (NH,)o50, y
separadas por cromatografia en DEAE-Sepharose (fig. 10 y 13) con nucleosomas.

HAT A HAT BI HAT BIIX
((sa) AI + (sa) AII) ((sa) BI) ((sa) BII)
D.0.I. (u.a.) $ACTIVIDAD D.0.I. (u.a.) $ACTIVIDAD D.0.I. (u.a.) $ACTIVIDAD
TOTAL EN
NUCLEOSOMAS 34.7 86 5.4 13 0.4 1
H3 9.7 28 0.3 6 ——— -
H2B 4.9 14 —-— - —— -
H2A 18.4 53 —— - —_——— -

H4 2.0 6 5.1 94 0.4 100
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La HAT Bl acetila a las histonas H4(95.85%)>>H3(4.5%) en
nucleosomas y la HAT BIl acetila también a la histona H4, aunque
de forma muy minoritaria, alrededor del 15% de la radiactividad
incorporada a esta histona por Bl. Podemos sefalar que si bien
el ¢tipo dé histona que acetila cada enzima respecto a histonas
libres no varia (fig. 13); si 1lo hace 1la intensidad de la
incorporacién . Esto ocurre especialmente en c¢aso del enzima
BII, en el que la densidad dptica integrada de la histona H4 en
nucleosomas es inferior al 5% de 1la que se realiza con la
histona libre. No se puede descartar que 1la incorporacion de
radiactividad a los nucleosomas por la enzima BII sea
contaminacién del enzima Bl en esta actividad. Los resultados de
especificidad con nucleosomas del enzima HAT BIl, indican que el
mismo podria ser similar al enzima citoplasmatico B descrito por
diversos autores, especifico para 1la histona H4, Yy que no es
‘activo con nucleosomas (Barcea y Alberts, 1980; Wiegand vy
Brutlag, 1981; Yukioka et al., 1984).

Puesto que las HAT parecen acetilar, tanto en forma libre
como en forma de nucleosomas, a8 los mismos tipos de histonas, se
han realizado estudios para descartar 1la posibilidad de que la
acetilacidén se esté produciendo sobre histonas que hubiesen sido
liberadas de los nucleosomas por degradacion de los mismos
durante la incubacidn. Para ello se depositaron muestras de
nucleosomas incubados con las actividades enzimaticas HAT A, HAT
Bl o HAT Bll, sobre gradientes de sacarosa 5-30%4 (p/v),

ultracentrifugadndose posteriormente a 100000xg durante 15 h. En
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la figura 16 se presenta como ejemplo los resultados de la
incorporacién de radiactividad de las fracciones del gradiente,
asi como la absorbancia a 260 nm de las mismas. Como se observa
en la grafica, el pico de radiactividad coincide con el maximo
de Agesosy Yy por tanto con el pico de nucleosomas (fig. 16 B).
Podemos asimismo senalar que las fluorografias de 1los
rnucleosomas, recogidos del pico de absorbancia en este
experimento,; muestran una incorporacidn de radiactividad sobre
el mismo tipo de histonas que en los nucleosomas antes de la
centrifugacidn. De este modo podemos concluir que los
nucleosomas no parecen ser degradados durante la incubacién con

los enzimas, al menos en las condiciones de ensayo descritas.

De todo este apartado se puede: sacar en conclusidn que en
la cromatografia en DEAE-Sepharose, del precipitado proteico con
sulfato aménico, se observa la existencia de &al wmenos cuatro
actividades enzimaticas HAT con diferente especificidad frente a
las histonas, de las cuales tres de ellas [HAT (sa)Al, HAT
(sa)AIl y HAT (sa)Bl] son activos con nucleosomas, mientras que
el cuarto (HAT (sa)BIl) no seria practicamente activo con ellos,
siendo posiblemente similar al enzima citoplasmatico HAT B
descrito en otros eucariotas. Por otra parte; en estea
cromatografia en DEAE-Sepharose se retienen la totalidad de los
enzimas HAT presentes en el extracto proteico precipitado con

(NH. )=S0., al 920% de saturacion.
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&) ELUCION EN DEAE-SEPHAROSE DE LOS PRECIPITADOS CON 10 Y

20% DE PEG.

Otro de 1los proéedimientos por el que se obtiene una
impmrtante actividad HAT en levadura, es la precipitacion con el
10%, y posteriormente con el 20%, de polietilénglicol (ver tabla
V).

Algunos autores (Garcea y Alberts, 1980; Wiegand y Brutlag,
19813 Wiktorowicz y Bonner, 1982), han observado que la
utilizacién de tampones con alta fuerza idnice puede producir
una disminu&idn importante en la actividad de alguno de los
isoenzimas histona acetiltransferasa presentes en los extractos.
En ©1 caso del sulfato aménico, descritoe anteriormente, las
actividades HAT de levadura se precipitan con un ©90% de
saturacidon  (concentracidn 3.5 M aproximadamente). que
corresponde a una fuerza idnica superior a 10, mientras que en
la precipitacién con PEG, la actividad enzimdtica no se
encuentra sometida, en ningun caso, a una fuerza idnica mayor de
3. Por ello, el estudio de los diferentes isoenzimas presentes
en los precipitados con PEG y su comparacién con los que se
obtienen con (NH4)=50.4, permitiria conocer si la distinta fuer:za
idnica o el fipo de precipitacién produce efectivamente 1la
desnaturalizacidn irreversible de alguno de ellos, lo que
permitiria a su vez, interpretar las discrepancias encontradas
por distintos autores para un mismo sistema bioldgico (para un

ejemplo ver tabla I con bhbigado de rata), en funcidn del
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procedimiento de extraccion.

6.1.— Precipitacién con el 104 de PEG.

Los diferentes autores que wutilizan el polietilénglicol
para el estudio de las actividades HAT (Garcea y Alberts, 1980;
Belikoff et al., 1980), precipitan sus extractos crudos con un
10% de PEG con objeto de eliminar los acidos nucleicos,; usando
s0lo como fuente de enzimas el precipitado proteico con el 20%
de PEG. Sin embargo, en 1evadhfa se ha podido determinar la
..exﬁstencia de una gran actividad HAT en la fraccion precipitada
com el 10% de polietilénglicol- (tabla V). Para analizar los
enzimas HAT responsables de la actividad se ha cromatografiado,
este  estracto, en una columna de DEAE-Sepharose, en 1las
comndiciones descritas en el apartado 3.3 de materiales vy
metodos.

Los resultados de actividad enzimatica 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 idnicas de alrededor de 0.12,
0.80 y 0.285 M en NH4Cl, respectivamente. A estos picos los hemos
denominado, al igual que con sulfato amdnico, como HAT A, HAT BI
y HAT BIIl. Respecto a la especificidad con histonas de levadura
(fig. 17 C)y en el pico de actividad HAT A, los maximos de

incorporacivon de radisctividad se 1localizan en las carreras
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Figtura 17.- Cromatografia en columna de DEAE-Sepharose CL-6B 11.B x 15 cm) del extracto proteico 10X en PEB.
la figura muestra el resultado de un experimento con 36 q de células. A) Elucién proteica con 750
m de un gradiente de NH*CI  (0.01-0.35 ) en tampon 6) a un flujo de AB ml/hj recogiéndose
fracciones de 7.5 mi. (--- ¢ ) AfiB; (0-—— 0o actividad enrimatica; (...... ) gradiente de
NtwCl. B) y C) Densidad Optica integrada (D.0.I) de la incorporacién radiactiva a las histonas de
eritrocito (panel B) vy a las de levadura (panel C) por las fracciones seflaladas y separadas por
electroforesis en gel de poliacrilamida-SDS.
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electroforéticas 4 para las histonas H2B/H4 y 6 para H3. La
acetilacidn que se incorpora sobre la histona H4 en este primer
pico sigue un comportamiento paralelo a la que se produce sobre
H2Bs al igual como ocurre en los extractos brecipitados con
(NH& )=S0, (fig. 10 C). Por tanto, en este pico de actividad HAT
A parecen existiry, del mismo modo, dos isoenzimas HAT, el
primero en eluir [HAT (p-10)AI] acetila a las histonas H2B>H4 vy,
posteriormente un segundo enzima [HAT (p-10)AII] que acetila
exclusivamente a la histona H3. Sin embargo, en el pico de
actividad HAT Bl 1la especificidad no parece estar tan bien
determinada como en el pico anterior, ya que la elevada
actividad del segundo enzima del pico A [HAT (p—-10)AIIJ] por la
histona H3, solapa con la de este pico de actividad HAT BI,
'.aunque aparentemente la acetilacidn se produce tanto en H4 como
en H3. Se puede observar que la incorporacidn de radiactividad
sobre H4 permanece prdadcticamente constante durante las carreras
electroforéticas 7, B8 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 H4.

Por otra parte, y en relacidn con la especificidad por las
histonas de eritrocito, podemos seralar que los enzimas acetilan
a los mismos tipos de histonas que con levadura, con la
excepcion 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
precipitacidon con sulfato amdnico (fig. 10 B).

Los enzimas precipitados con PEG 10%, serian por tanto

similares a los descritos anteriormente con (NH,)=50., aunque 1lsa
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proporcién que se obtienen de 1los enzimas parecen ser distinta
en los dos procedimientos. Esto ocurre especialmente en el caso
del enzima HAT AIl, especifico para la histona H3, que con el

10% de PEG se extrae preferentemente (fig. 10 B).

6.2.- Precipitacion con 20% de PEG.

En la figura 1B A se representa la elucidn de la columna de
DEARE-Sepharose en la que se ha aplicado un extracto proteico
obtenido por precipitacidn con el 20% de PEG. En el perfil de
actividad‘ aparecen tres picos enzimdticos, que eluyen de la
columna a unas fuerzas idnicas similares a las indicadas para el
(NH, )=S0, y el PEG 10%, es decir, alrededor de 0.12, 0.20 y 0.25
M en NH“CI, respectivamente. A estas actividades 1las
denominaremos de modo similar & las obtenidas en estos dos casos
como HAT A, HAT BI y HAT Bll. Se puede sefalar que la relacidn
de actividades entre 1los picos, es diferente en 1los tres
extractos proteicos (ver fig. 9 Yy 17). Respecto a lea
especificidad de las actividades enzimdticas por 1las histonas
(fig. 18 B y C) podemos indicar que el primer pico HAT A parece
acetilar exclusivamente a 1la histona HZ2B de levadura (H2A en
caso de histonas de eritrocito), o en todo caso en forma
minoritaria también a H4. Posteriormente, tanto el pico HAT BI
cono el BlIl, parecen acetilar exclusivamente a la histona H4.

Comparando con las actividades obtenidas por precipitacién con
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Figura IB.- Cronatografia en colunns de DEAE-Sepharose CL-0B (1.B x 15 es) del extracto proteico 2GX en PEG.

La fiqura nuestra el resultado de un expernento con 72 ¢ de células. A) Elucién proteica con 1000
ti de un gradiente de (NUCI (0.01-0.35 H) en taepén B» a un flujo de 46 tl/h, recogiéndose
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NrUCL. Bi y C) Densidad optica integrada (D.0.I.) de la incorporacién radiactiva a las histonas de
eritrocito (panel B) y a las de levadura (pamel C) por las fracciones sefialadas y separadas por
electroforesis en gel de poliacriia«ida-SDS.
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sullfato amdnico, estos picos se corresponderian aparentemente
com las actividades HAT (sa)Al, HAT (sa)BI y HAT (sa)BII, aungue
el enzima HAT (p-20)BI no parece acetilar a la histona H3 como
ocwrre con el (sa)Bl (fig. 13 C). Este efecto podria ser debido
a dos causas: o bien a que, pese a las razones apuntadas en el
apiartado 5.3, la acetilacion de H3 por parte del enzima HAT
(sia)Bl fuese efectivamente una contaminacidn de la HAT (sa)All,
(erspecifica para esta histona), o0 a que por el contrario la
ac:tividad enzimatica HAT (p—-20)BI acetilase también a H3, pero
que debido a la gran actividad sobre H4, el tiempo de exposicidn
de: la placa fotografica fuera ihsuficiente para la deteccion de
laa marca sobre H3. Los resultados obtenidos por precipitacidn
con sulfato amdnico vy  polietilénglicol 10%, asi como los
othservados en caso de ultracentrifugacidn en presencia de NaCl
0.5 M (apartado 7)), parecen sustentar mas esta segunda

afirmacion.

6.3.- Especificidad frente a nucleosomas.

En las figuras 17 vy 18 se puede observar que, en lo que
respecta al pico HAT A, las precipitaciones con PEG al 10 y 20%,
conducen a una recuperacion preferente de los enzimas AII y AI,
respectivamente. Esta circunstancis permite el estudio, de forme
casi independiente, de la especificidad de estos dos enzimas

sobre 1las histonas en forma de nucleosomas. Asi, en las tablas
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XI y XII se recogen los resultados obtenidos tras incubar las
actividades enzimaticas correspondientes a los tres picos
presentes en las eluciones de los extractos de PEG 10 y 20%, con
nucleosomas de eritrocito. En la tabla X se puede observar que
el pico HAT A, correspondiente en este caso mayoritariamente al
enzima AIIl, acetila a las cuétro histonass; incluide lé H2B, Qque
no es marcada por este enzima cuando las histonas de eritﬁocito
estan en forma libre. Por su parte, en la tabla XI, el primer
pico de actividad, correspondiente casi exclusivamente al enzima
Al, acetila a las histonas H2A y también a H2B, no siendo ésta
ultima marcada por este enzima cuando las histonas estéan libres..

Ya que en el pico HAT As obtenido con PEG 10% (fig. 17)
existe una pequera proporcion de enzima Al, cabe atribuir a este
enzima la marca encontrada en las histonas H2A y H2B, por lo que
se puede concluir que el enzima AI acetila, probablemente, a las
histonas H32H4 (cuando éstas estédn en forma de nucleosomas)s y
que por su parte, el enzima AIIl lo hace sobre H2A>HEZB.

Estas diferencias en la acetilacidén de 1las histonass en
forma de nucleosomas o en forma libre, no es sorprendente, ya
que diversos autores (ver tabla 1) han observado diferencias
similares en los enzimas HAT de otros organismos eucaridticos.

Por otro lado, el enzima Bl, presente en ambas eluciones,
al ser incubado con nucleosomas de eritrocito acetila, aunque
debilmente, las histonas H4>H3, en el caso del polietilénglicol
10%, o a H4 en el caso del PEG 20%. Al igual como ocurre con las
histonas libres, resulta dificil determinar si 1la ausencia de

marcas radiactivas sobre H3, en este ultimo caso, obedece a que




Tabla X.- Especificidad de las actividades HAT A, HAT Bl y HAT BIl, obtenidas por precipitacién con 10% de

polietilénglicol y separadas por cromatografia en DEAE-Sepharose (fig. 17) con nucleososas.

HAT A HAT BI HAT BII
((p-10) AI + (p-10) AII) ({(p-10) BI) ((p-10) BII)
D.0.I. (u.a.) $ACTIVIDAD D.0.I. (u.a.) $ACTIVIDAD D.0.I.(u.a.) SACTIVIDAD

TOTAL EN

79. .1 . . —_— _—
NUCGLEOSOMAS 179.2 s 9.2 4.9
H3 67.3 37.6 2.2 23.9 —_— —_—
H2B 7.5 4,2 —— — —_— _—
H2A 28.0 15.6 - — _— _—
H4 76 .4 42.6 7.0 76.1. -— _—



Tabla XI.- Especificidad de las actividades HAT A, HAT BI y HAT BII, obtenidas por precipitacién con 20% de

polietilénglicol y separadas por croeatografia en DEAE-Sepharose {fig. 18) con nucleososas.

HAT A HAT BI HAT BII
( (p-20) AI + (p-20) AII) ( (p-20) BI) ((p-20) BII)
D.0.I.(u.a.) $ACTIVIDAD D.0.I.(u.a.) SACTIVIDAD D.0.I. (u.a.) $ACTIVIDAD

TOTAL EN 86.8 95.8 3.8 4.2 - _—
NUCLEQOSOMAS ° * ° *

H3 _—— —_— S _— _— _—
H2B 15.0 17.3 _— _— _— _—
H2A 71.8 82.7 - - —_—— P
H4 _— ——— 3.8 100 - —-—
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el tiempo de exposicidn resulta insuficiente para su deteccidn
0s mas bien, a8 que la acetilacién de H3 por parte del pico BI,
obtenido por precipitacidn con PEG al 10%, pueda ser un efecto
residual del enzima que le precede en la elucidn , el AII. Como
ya se ha mencionsdo anteriormente, los resultados obtenidos con
otros metodos de extraccidn parecen ser mas acordes con la
primera hipdtesis.

Finalmente, el enzima HAT BII no acetila a ninguna histona
en los nucleosomas; coincidiendo estos resultados con los

ob tenidos con sulfato amonico (apartado 5.4)

Por tanto, en el'.precipitado con el 104 de PEG estan
presentes ios cuatro enzimas descritos en el apartado S (HAT AI,
HAT AII, HAT BI vy HAT BIl), si bien el All es el que parece
encontrarse en una proporcidn mayor. Fn la cromatografia del 20%
de polietilénglicol existen tan 'sdlo tres enzimas, que en
funcién de sus especificidades, serian posiblemente los
descritos como. HAT AI, HAT BI y HAT BII, en dicho apartado 5.
Asi pues se estaria extrayendo de forma selectiva los enzimas Al
y AlIl con el 10 y el 20% de PEG, respectivamente. Por otra
parte, estos resultados constituyen una prueba de la existencia
independiente de los enzimas especificos para la histona HZB y
la H3. Es importante sefalar que hasta el momento nunca habian
sido descritas actividades enzimadticas HAT que acetilasen
exclusivamente a HZB. En el caso de la HAT especifica para H3,
sdlo ha sido descrita recientemente otra actividad similar, que

unicamente actue sobre nucleosomas, en embriones de Pisum
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satiwum (Sendra et al., 1986).

En caso de confirmarse en otros organismos la presencia de
enzimas HAT especificos para cada tipo de histonas, se podria
sugerir que las distintas funciones atribuidas a la acetilaciodn
de l.as histonas tuviera su base molecular, no solo en los sitios
de acetilacién de las mismas (Chicoine et al., 1986), sino
tambhién en el tipo dg histona acetilada, pudiendo estar

reguwladas, por tanto, estas funciones, mediante el control de

los enzimas correspondientes.

7.- ULTRACENTRIFUGACION EN PRESENCIA DE NaCl 0.5 M.

7.1.— Actividades enzimadticas eluidas de la columna de

DEARE-Sepharose.

Como se ha indicado anteriormente, ha sido relacionada con
frecuencia 1la contradiccion existente respecto al numero de HAT
observadas en un mismo organismo (tabla I), con la utilizacidn
de procedimientos en 1los que la extraccidn se realiza con
tampones de fuerza idnica elevada. Estos procedimientos pueden
producir una desnaturalizacidn Iirreversible de alguna de las
actividedes enzimaticas HAT {Wiegand Y Brutlag, 1981;
Wiktorowicz vy Bonner, 1982). Asimismo, Wiktorowicz y Bonner

(1982) han observado que cuando los enzimas HAT de higado de
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rata se ssometen a concentraciones proteicas elevadas por
precipitaciion o por ultrafiltracidn, se produce una inactivacion
apreciable de los mismos.

En ell apartado 2.4 se ha determinado que el método por el
Que se olbtiener una mayor actividad HAT es, sin duda, la
ultracentriifugacidn de protoplastos lisados en presencia de NaCl
0.5 M. Por otra parte, tal como se describe en el apartado 2.4
de materiales y métodos, este procedimiento evita el paso de la
precipitaciion de las proteinas, por 1lo que, por un lado puede
completar el estudio realizado con el polietilénglicol sobre el
efecto de la distinta fuerza 1idnica en las actividades
enzimaticas y, por otro determinar si la precipitacidn proteica
afecta de modo diferencial a las actividades HAT. A fin de
estudiar los isoenzimas obtenidos por este métoao, se aplico en
una columna de DEAE-Sepharose el sobrenadante de 1la
ultrgcentrﬁfugacién a 105000xg durante 1 h, eluyéndose las
proteinas retenidas con un gradiente 0.01-0.35 M en NH.,C1l (fig.
19 A). Al igual como ocurre en los casos anteriores en esta
cromatograffia aparecen tres picos de actividad, a los que hemos
denominado del mismo modos HAT A, HAT BI y HAT BlI, puesto que
eluyen de la columna a8 fuerzas 1idnicas similares, es decir,
alrededor de 0.12, 0.20 y 0.25 M en NH.Cl respectivamente. Sin
embargo, & diferencia de 1los procedimientos mencionados la
actividad del pico HAT A es bastante superior a la del BI o BII.
Esto podria sugerir que esta actividad enzimatica sea mas
sensible a tampones de fuerza idnica elevada, alrededor de 3.5 M

en el caso de (NH.)=SO.y, o de 2 M en NaCl con PEG, o a la
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Figura 19.- Croiatografia en columna de DEAE-Sepharose CL-6B  (1.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) Elucion proteica con 1200 «I de un gradiente de NH*C1 (0.01-0.35 H) en tampon B> a un
flujo de 48 el/h» recogiéndose fracciones de 12 mi. (*--- ¢ Aeeo; (0--- 0) actividad
enzimatica; (... ) gradiente de NH*C1. 3) y C) Densidad Optica integrada (D.0.I.) de la
incorporacién radiactiva a las histonas de eritrocito (panel B) y a las de levadura (panel 0 por

las fracciones sefialadas y separadas por electroforesis en gel de poliacrilaeida-SDS.
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precipitacidn proteicasa.

En 1las figuras 12 B y C se muestran los resultados de
densidad ¢6ptica integrada de las fluorografias seﬁaladas 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
incorporacién paralela de radiactividad sobre 1las histonas
H4>HE2A en eritrocito (fig. 19 B) y sobre HZB>>H4 en levadura
(fig. 19 C), con un maximo de acetilacion localizado en la
carrera rnumero 4. Posteriormente, aparece una incorporacion
sobre la histona H3 al final del pico HAT A, tanto en histonas
de eritrocito como de 1levadura, con un maximo centrado en la
carrera electroforética 5 con eritrocito o en la 6 con levadura.
Par tanto, al igual como ocurre con los precipitados dehsulfato
aménico (fig. 10) o polietilénglicol 10% (fig. 17), la actividad
HAT A parece estar formada por dos enzimas acetiltransferasa, el
primero [HAT (u)AIJ] acetila a las histonas H2B>>H4 en levadura y
H42H2A en eritrocito y, posteriormentes un segundo enzima [HAT
(u)AII] especifico en ambos casos para la histona H3.

En 1la regidén del perfil de actividad correspondiente al
pico HAT Bl se observe un aumento de la marca fluorografica
sobre la histona H4, al pasar desde la carrera electroforética
nuamero &6 a la 7, manteniendo un valor précticamente constante de
la misma en la carrera 8. Por otro lados la incorporacion sobre
l1s histona H3 disminuye &al final del pico Bl (carrera 6), en
donde se localiza la HAT con especificidad exclusiva para esta

histona, manteniéndose constante durante las carreras 7 v 8 vy
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di.sminuyendo posteriormente en 1la 9. Este comportamiento es
similar tanto en la grafica con histonas de eritrocito (fig. 19
B) como en la de histonas de levadura (fig. 19 C). Por tanto, la‘
ac:tividad denominada Bl parece tratarse de un solo isoenzima HAT
(wu»BI con especificidad para H4>H3 tento con histonas homdlogas
coomo con las de eritrocito. Finalmente en las ~carreras
el ectroforéticas correspondientes a la actividad HAT BII (de la
4 a la 11) aparece incorporacién de grupos acetato
exclusivamente sobre la histona H4 de eritrocito (fig. 19 B) o
de levadurae (fig. 19 C).

Estos enzimas serian por tanto equivalentes a los
denominados como HAT (sa)Al, (sa)All, (sa)Bl y (sa)BIl, en la
cromatografia del precipitado con sulfato amdnico (apartado 35).
Asimismo, cabe sernalar que las masas moleculares obtenidas por
cromatografia de exclusion molecular en Ultrogel AcA34 de estos
emzimassy coinciden con las descritas para las actividades
enmzimaticas resultantes de la precipitacidn con sulfato amonico

(apartados S.2 y 5.3).

7.1.1.- Actividad histona desacetilasa.

En el procedimiento de ultracentrifugacidn en presencia de
NaCl se ha estudiado también 1la actividad HD, con objeto de
determinar la posible influencia que pudiera tener sobre las

actividades HAT. Podemos seralar por otro lado que la actividad
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HD ha sido también observada en los precipitados proteicos de
sulfato amoénico Yy de polietilénglicol al 10 y 20%,
cromatografiados en DEAE-Sepharose (Sanchez del Pino, 1987).

La actividad histona desacetilasa eluye en esta
cromatografia en forma de un pico Unico, simétrico, a una fuerza
idnica aproximada de 0.21 M en NH.,Cl (fig. 20). El1 valor de
fuerza idnica, como se muestra en dicha figura, es bastante
similar al observado para la HAT BI, lo que podria descartar la
posibilidad de que las HAT Bl 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 1la HD. Ademds, tal como se
indica en el apartado 5.3, la actividad HD parece ser
insuficiente para producir el descenso de mas del 50% de la
incorporacidn de radiactividad entre el méaximo del pico Bl, y el
valle entre este enzima y el BIl, ya que desacetila menos del 5%
del sustrato de histonas marcadas usado en los ensayos de
histona desacetilasa correspondientes. Incluso se puede anadir
que los ensayos de actividad HAT se realizan a 37 “C, vy a esa
temperatura 1la HD seria un 40% menos activa gque los valores
representados en la figura 20.

Considerando que el pico de HD eluye en el gradiente de
NH,Cl, en 1la zona a la que lo hace la HAT, que acetila a 1la
histona H3, resulta de interés estudiar la especificidad que
posee la HD, ya que, en caso de desacetilar preferentemente a
esta histona, la pequera actividad histona desacetilasa
observada podria gfectar. tal wvez seriamente, el perfil de

actividades HAT de las figuras 19 y 20.
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Figura 20.- Croaatografia en columna de DEAE-Sepharose (1.B x 15 cu) del extracto proteico ultracentrifugado a
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proteica con 800 al de un gradiente de NH*£1 (0.01-0.35 H) en taapén B> a un flujo de

recogiéndose fracciones de 8 al. (* «) heeo; (0o--- o) actividad histona acetiltransferasa;
©G-—<)actividad histona desacetilasa; (... ) gradiente de NH«Cl. B) y C) Densidad oOptica
las

integrada (D.0.I.) de la incorporacion radiactiva a las histonas de eritrocito (panel B) y a
de levadura (panel C) por las fracciones seflaladas y separadas por electroforesis en gel de

poliacrilaaida-SDS.
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Para ellos se ha incubado una fraccidn enzimatica HD,
purificada parcialmente por cromatografia en Ultrogel AcA34, con
histonas de eritrocito marcadas radiactivamente, como se
describe en el apartado 7 de materiales y métodos. En la figura
21 se muestra 1la fluorografia de las histonas desacetiladas
enzimaticamente, y separadas mediante electroforesis en
poliacrilamide con triton-ac. sceético-urea. Este procedimiento
permite conocer mejor la espécificidad de la HD por las
histonas,puesto que las fluorografias de las electroforesis en
SDS no poseen la suficiente resolucidn como para poder apreciar
las pequernas variaciones existentes en las fracciones
desacetiladas por la HD y sus blancos correspondientes. En dicha
figura se incluye también la densidad dptica integrada de cada
una de las histonas en relacidén con 1la cantidad de las mismas en
cada banda. Los resultados indican que la HD de levadurs
desacetila a las cuatro histonas del '"core", aunque parece tener
una ligera preferencia por HE2A y HZ2B. Estes datos son
coincidentes con los obtenidos por Alonso vy Nelson (1986), en
los que una actividad desscetilaesa s;asociada a nucleos de
levadura, desacetila & las cuatro histonas tanto de eritrocito
como de levadura.

Se ha determinado asimismo la actividad enzimatica de la HD
con nucleosomas y oligonucleosomas marcados radiactivamente, y
obtenidos tal como se describe en el apartado 11 de materisles vy
metodos. En la tabla XII se presentan los resultados de
actividad correspondientes & lea incubacidn de 100 Ri de 1lea

fraccion enzimdtica con 50 Hg (unas 120000 dpm) de histonas,



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 Tritén-acido
acético-urea. En la presente figura se incluyen los valores de Densidad oOptica integrada (D.0.I.) de las
bandas correspondientes. A) Control de histonas (fraccién enziidtica calentadas a 70 °C durante 10 iin)»

incubadas a 32 °C« 2 h. B) Incubacién de las histonas con la actividad HD a 32 °C durante 1 h. C) Incubacién
durante 2 h.



Tabla XII.- Actividad histona desacetilasa de levadura con histonas libres,nucleosomas y oligonucleosomas, obtenidos
cono se describe en materiales y sétodos. Los valores representan la media de tres ensayos independientes,

SUSTRATOS ACTIVIDAD ENZIMATICA (dpm) % ACTIVIDAD
HISTONAS LIBRES . (4868 ¥ 169) 100
NUCLEOSOMAS (2395% 50) 49

OLIGONUCLEOSOMAS _ . (2014 % 75) ’ 41
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nucleosomas u oligonucleosomas. Como podemos observar, la
actividad frente a 1los nucleosocmas y oligonucleosomas es
bastante inferior a la obtenida con histonas libres; tan sdlo el
49 y 41% de actividad, respectivamente. Estos resultados son
contrarios a los observados por Hay vy Candido (1983 a y b), en
los que una histona desacetilasa obtenida de celulas Hela libera
grupos acetilo de las histonas libres con mayor eficiencia que
con nucleosomas.>Sin embargo, estos autores utilizan como fuente
de 1la actividad HD un complejo de alto peso molecular, que
podria contener, ademds del enzima, otros factores gque puedan
modificar en este sentido la especificidad de desacetilacidn con

nuc leosomas.

7.2- Localizacidn subcelular de las ectividades HAT.

Para determinar la localizacidn subcelular de las
actividades histona acetiltransferasa, se obtuvieron nucleos e
partir de protoplastos de levadura segun el procedimiento
descrito en el apartado 2.3 de materiales y métodos. Asimismo se
ha obtenido también una fraccidén enriguecidaea en citoplasma
celular, recogide como sobrenadante en la centrifugacion para la
sedimentacidn de los nudcleos.

Tras su obtencidn, los nucleos son lisados en tampdn
hipotdnico en presencie de NaCl 0.5 M y el sobrenadante de la

ultracentrifugacidn correspondiente se aplicd en una columna de
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DERE-Sepharose. Tras el lavado de la columna, 1las proteinas
retenidas se eluyeron c¢on un gradiente 0.01-0.35 M en NH.C1,
mostrandose en la figura 22 A el perfil de elucidn obtenido. En
esta grafica aparece un pico, parcialmente dividido en dos, en
el principio del gradiente, y un pico minoritario posterior a
una fuerza idnice de 0.25 M en NH,Cl.

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 &)y, de una importante incorporacidn de
radiactividad sobre la histona H2A de eritrocito (panel B) vy
sobre la H2B en levadura (panel C). En estas carreras también se
observa la acetilacion de }a histona H4, la cual es algo
superior en el caso de eritroéito que en levadura. Por tanto, en
esa region del gradiente de NHLCl eluye el enzima HAT AI
especifico para H2B>>H4 con histonas homélogas y para H4>H2A con
las de eritrocito. Posteriormente se encuentra una elevada
incorporacién de radiactividad sobre la histona H3s cuyo maximo
se localiza en la carrera numero 5, tanto en eritrocito (panel
B) como en levadura (panel C). Esta acetilacidn sobre H3 estaria
producida por la actividad del enzima HAT AII. Mas tarde, en las
carreras electroforeéticas 2 a 11, existe una incorporacidon de
grupos acetilo sobre 1la histona H4 principalmente, aunque
también minoritariamente sobre 1la H3, la cual es menor con
histonas de levadura que con las de eritrocito. La incorporaciodn
que se realiza sobre esta histona induciria a pensar que esta

actividad corresponde al enzima HAT BIl, que acetila tanto a H¢4
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Figura 22.- Cromatografia en columna de DEAE-Sepharose CL-0B (1.8 x 15 ci) del extracto proteico nuclear. Ia

figura representa el resultado de un experinento con 62 g de células. A) Elucién proteica con 400
al de un gradiente de NH*CI (0.01-0.35 H) en taapén B> a un flujo de 30 ml/hj recogiéndose
fracciones de 4 al. aBbo; (0--- pactividad enziadtica; (...... ) gradiente de NH<EL.
B) v C) Densidad Optica integrada (D.0.I.) de la incorporacién radiactiva a las histonas de
eritrocito (panel B) 1y a las de levadura (panel 0 por las fracciones seflaladas y separadas por
electroforesis en gel de poliacrila*ida-SDS. La flecha indica la fraccion a la que eluye la
actividad histona desacetilasa.
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como & H3 (fig. 19), Sin embargo, la fuerza 1idnica a la gue
eluye esta actividad, alrededor de ©0.25 M en NH.Cl, vy la
posicion reletiva a la que eluye la HD (sermalada con una flechea
en 1la figura 22 A), parecen indicar que se trataria mas bien de
la actividad HAT Bll, especifica para 1la histona H4. La
acetilacidon que se observa sobre H3 podria deberse a que lsa
actividad del enzima AII, que es muy elevada en la cromatografia
del extracto nuclear respecto a la del extracto total de
protoplastos (fig. 19), se extendiese hasta las fracciones de
esta region del gradiente de NHLC1l. Podemos seralar que en las
carreras numero 6 y 7 de la figura 22, se produce un aumento
significativo en la incorporacion de radiactividad sobre H4, que
es mas elevada en el caso de las histonas de eritrocito (panel
B) gque en las de levadura (panel C). Esta actividad podria
deberse a la existencia del enzima HAT Bl que eluye a esa fuerza
1dnica, alrededor de 0.20 M en NH.LC1 entre las
acetiltransferasas especificas para H3 y H4 respectivamente
(fig. 19).

Por otra parte, la fraccion enriquecids en citoplasma se
ultracentrifugod e 105000xg durante 1 h, y el sobrenadante
obtenido se aplicd, al igual gque con los nucleos, en una columnea
de DEAE-Sepharose. En la figura 23 A se presenta el perfil de
actividad HéT de la elucidn proteica en gradiente de NH,CI
0.01-0.35 M. Le gréfica muestra un comportamiento contrario al
que ocurre en lsa cromatografia de la fraccidn nuclears es decir,
existe un pico minoritario al principio del gradiente y otro de

mayor actividad al final del mismo (alrededor de 0.25 M en
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Figura 23.- Creeatografiz en coluen2 de DEAE-Sepharese Ci-6B (1.6 » 15 cel del extracte proteice

citoplasedtice. La figura representa el resultade de un experieenic con 6% ¢ de células. Al
Elucién proteice con 1200 o1 de un gradiente de WHJ1 (0.01-G.35 M) en tampén By 2 un fluje de 3%
gl/h, recoqiendose fraccienes de & el, (@9} Hggo} i0----= -0} actividad enziedtica; {......!
gradiente oe NH.L1. B! y [ Densidad éptica integrada {D.C.I.) de la incorperacion radiactive a
ies histones de eritrocite (panel Bl y e lac de levadura {panel C} por lac frectiomes cenaladas y
separagac por electreforesis en gel de poliacriiaeide-§DS. La fleche indice la fraccidn & 1z que
eluye le actividac histpnz desacetilasa.
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NHL.Cl). En el primer pico de actividad se encontraria el enzima
HAT Al, puesto que se produce la acetilacidén de la histona HZ2B
en levadura (carreras 2 y 3 de la fig. 23 C), y sobre H4>HEA con
histonas de eritrocito (fig. 23 B). Este resultado es una prueba
maés de la existencia de este enzima de forma independiente a la
de HAT AII, ya que no se observa, en aSsoluto, marca sobre la
~histona H3. Por otra partes en el pico mayoritario sdlo se
produce incorporacidén de radiactividad sobre 1la histona H4
(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
nicleos de levadura se localizarian las actividades enziméticas
HAT Al, HAT Ali y HAT BI. Cabe sernalar que han sido obtenidos
resultados similares en cuanto a la localizacidn subcelular de
estos enzimas mediante precipitacién, y posterior cromatografia,
de un extracto nuclear con (NH4)=S0. al 90% de saturacion. La
actividad HAT Bl que aparece en la cromatografia de la fracciodn
nuclear (carreras 6 y 7 de la fig. @22), es sensiblemente
inferior a la que se observa en la cromatografia del extracto
total de protoplastos lisados (fig. 19). Sin embargo, esta
actividad no se encuentra en la fraccidn citoplasmatica (fig.
€3)s ya que no existe incorporacién de radiactividad sobre la
histona H3 en ninguna de las carreras electroforéticas. La razdn
de esta diferencia permanece aun por resolver, aundue una
interpretacidén seria que la acetilacion de H3, debida a le

elevada actividad del enzima HAT AIlI en nucleos, estaria
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sobrewvalorada, por lo que la marca que se produciria sobre las
otras histonas, se encontraria disminuida relativamente en el
tiempo en el que la placa fluorografica permanece
impresiondndose a -80 ©C (apartado 14.3 de materiales vy
méetodos) . éor otra pafte la actividad del enzima HAT Al que se
observa en 1la fracciodn ;itoplasmética (fig. 23), seria debida
probalblemente a la inevitable contaminacidn que representa una
parte de los nucleos lisados durante el proceso de extraccidn.
Si esta interpretacidn es correcta, cabria preguntarse porque no
se encuentra del mismo modo una contaminacion citoplasmatica del
enzima HAT AII nuclear. La razon seria posiblemente, tal como se
muestra en el .apartado 8.3, due este enzima posee una alta
afinidad por 1la crométina procedente de la fraccidn nuclear
lisadas, que es recogida junto a  éstos en el proceso de
extraccidn,

Por su parte, el enzima especifico para le histona H4 (HAT
BII)s parece encontrarse en 1la fraccidén citoplasmatica (fig.
23)s lo que estaria de aéuerdo con los resultados obtenidos
hasta el momento, que sugieren que este enzima seria similar a
la actividad citoplasmatica HAT B especifica para esa histona,
descrita en otros eucariotas (ver tabla 1I). La actividad
minoritaria de HAT BIl, que aparece en la fraccién nuclear
(carreras 9 & 11 de la fig. 22), se deberia posiblemente a la
existencia de una pequena proporcidn de protoplastos
(observables al microscopio dptico) gque permanecen intactos en
la fracciéon nuclear y que son lisados posteriormente junto a

estos en el tampon hipoténico A (materiales y métodos, apartado
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2.2)..

7.3.— Extraccidn de actividades HAT de la cromatina en

ausemcia o en presencia de 0.5 M de NH.,Cl.

Algunos autores han sugerido que las actividades HAT
‘podr:ian estar asociadas fuertemente a la cromatinas ya que se
requieren fuerzas idénicas elevadas para 1la extraccion de las
mismas (revisidn de Doenecke y Gallwitz, 1982). Para comprobar
si en levadura alguno de 1los enzimas HAT pueden estar
efectivamente unidos a 1la cromatina, se han analizado las
distintas actividades enzimdticas obtenidas de un extracto total
de protoplastos, en ausencia de fuerza 1idnica significativa,
reextrayendo posteriormente el | sedimento de T la
ultracentrifugacidn correspondiente, con NaCl 0.5 M.

El sobrenadante de 1la ultracentrifugacién en ausencia de
NaCl 0.5 M se aplicd en una columna de DEAE-Sepharose y se
eluyeron las proteinas retenidas tras el lavado, con un
gradiente 0.01-0.35 M de NH4Cl, como se muestra en la figura 24
A. En el perfil de actividad aparecen tres picos que eluyen a
unas fuerzas idnicas similares a las indicadas para HAT AI, HAT
Bl y HAT BI1 (fig. 192 A)sy si bien la actividad total del pico A
es bastante inferior en este caso. Los valores de densidad
optica integrada con histonas de levadura (fig. 24 B), ponen de

manifiesto que la fraccidn extraida en ausencia de NaCl contiene
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Figura 24.- Cromatografia 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 fiqura se representa el resultado de un experimento con
25 g de células. A) Elucion proteica con 500 mi de un gradiente de NiUCL (0.01-0.35 H) en tampon
B, a un flujo de 30 ml/h, recogiéndose fracciones de bal. <~ - ) Beso; (0 o) actividad
enzimatica; (...... ) gradiente de NH*Ci. B) Densidad optica integrada (D.0.I.) de la incorporacion
radiactiva a las histonas de levadura por las fracciones seflaladas y separadas por electroforesis
en gel de poliacriiaaida-SDS.
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claraamente la enzima HAT Al, vya que existe incorporacion de
radiactividad sobre 1las histonas H2B>H4 en las carreras
electtroforéticas 2 a 7, encontrandose también el enzima HAT BI
puesto que se produce la acetilacién de H4>H3 en las carreras S5
a 9 w, por ultimo se extrae asimismo el enzima HAT BII ya que se
realiiza incorporacién de grupos acetilo sobre 1la histona H4
exclusivamente en las carreras 9 a 11. No aparece en esta
extraccidn el enzima que aéetila exclusivamente a la histona H3,
es decir, la HAT AII.

Por otra parte, el sedimento de 1la centrifugacidn
reextraido con NaCl 0.5 M, se ultracentrifugd en las condiciones
anteriormente descritas. El sobrenadante fue aplicado en columna
de DEAE-Sepharose,; eluyéndose las proteinas con un gradiente de
NH.C1 0.01-0.35 M, tal como se huestra 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 1idnicas similares a los picos de actividad enzimdtica
HAT A y HAT Bl, respectivamente. No aparece en el mismo, la
actividad correspondiente al pico HAT BIIl. En la figura 25 B se
muestran las densidades Opticas integradas de las histonas
marcadas enzimaticamente, de la que se puede concluir que en la
fraccion extraida con 0.5 M de NaCl se encuentra el enzima que
acetila a 1la histona H2B (HAT Al), tal como se observa en las
carreras electroforéticas de la 2 a la 65 claramente
diferenciado.del que modifica a H3 (HAT AII), cuya incorporacidn
aparece en las carreras de la S @ la 8y, y finalmente el que

actua sobre H4>H3 (HAT Bl), como lo indican las carreras 8 a 11.
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Fiugra 25.- Croiatografia en colu*na de DEAE-Sepharose CL-eB (1.6 x 15 c») de la fraccién proteica reextraida

de la ultracentrifugacién de la fig. Z» con NaCl 0.5 I. La figura representa el resultado de un
experiiento con 25 g de células. A) Elucién proteica con 500 el de un gradiente de NH4CI
(0.01-0.35 H) en taapdn B» a un flujo de 30 »1/h, recogiéndose fracciones de & il. if v)
Aeeol 1o o) actividad enziedtica; (... ) gradiente de NH«X1. B) Densidad oéptica integrada
(D.0.I.)» de la incorporacién radiactiva a las histonas de levadura por las fracciones sefialadas y
separadas por electroforesis en gel de poliacrilanda-SDS.
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Aparentemente no existe el HAT BIl puesto que no aparecen
fracciones que acetilen exclusivamente a H4.

En base a estos resultados podemos establecer un orden de
afimidad de las HAT por la cromatina, en el que el enzima Al es
el que se uniria mas fuertemente a la misma, puesto que no
aparece actividad de este tipo en la fraccidn extraida a baja
fuerza idnica. Por otro lado, el enzima BII (especifico para H4)
no parece unirse a la cromatina, ya que se extrae tan sélo en la
fraccidn obtenida en ausencia de NalCl, 1lo cual estaria de
acuerdo con la localizacidon citoplasmatica del mismo (fig. 23) vy
con su inactividad con histonas en forma de nucleosomas. Con una
afinidad intermedia se encontrarian los enzimas que acetilan a
HEeB>H4 vy a H4>H3 (HAT AII Y HAT Bl)s, ambos wunidos
preferentemente a la crdmatina y8 qQue en ei extracto con NaCl
0.9 M existe una mayor actividad que en el obtenido en ausencia
de dicha sal. Por tanto, estos enzimas se encontrarian en
niucleos de levadura, tal como se muestra en la figqura 22, pero
ﬁo totalmente asociados a la cromatina.

Algunos autores han estudiado la afinidad que presentan
enzimas por la cromatina mediante procedimientos cromatograficos
de filtracidn sobre gel. Asi por ejemplo, Cano y Pestafa (197%9)
han sedalado que al menos el 50% de la actividad HAT de Artemisa

salina se encontraria unida a 1la cromatina, usando en este
estudio criterios cromatogréaficos de Ffiltracidn en Bio-Gel ASO
de un lisado .de nucleos y observando que la actividad enzimaticsa

se recupera en las fracciones que contienen la cromatina.

Por su parte, Hay y Candido (1983 &a), han observado que la
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HD coeluye con la cromatina, formando complejos de elevado peso
mollecular, en el volumen de exclusién de una columna de Bio-Gel
ASOm.

Con objeto de intentar determinar si las actividades HAT
pre;éntes en levadura forman a su vez estos complejos de alto
peso molecular, se aplico en una columna de Sephadex G-200 el
sobrenadante de la ultracentrifugacién de una extracto total de
protoplastos 1lisados en presencia de NaCl 0.5 M. Conviene
semalar que este sobrenandante contiene abundantes fragmentos de
cromatina de tamafo variable.

La grafica de la elucién de 1la columna y los valores de
actividad enzimé£ica se representan en la figura 26. En la misma
se observa un pico de elevada actividad que eluye en el volumen
de exclusidon, Yy po% tanto posee una masa molecular elevada. En
las fracciones de este pico 1la relacidon Aezsc/PAmec es de
alrededor de 1.45, lo cual 'indica que posee una proporcion
elevada de acidos nucleicos (cuantificédndose valores de unos 12
Hg de DNA,.medidos por espectrofluorimetria, por ml de volumen y
gramo de células), tratandose probablemente de los fragmentos de
cromatina exﬁluidos de .la columna. Posteriormente aparece un
pico de actividad minoritario a un volumen de elucion
correspondiente a8 proteinas de masa molecular similar a las
descritas anteriarmente para las HAT purificadeas por
DEAE-Sepharose.

Para determinar que enzimas HAT estan presentes en esos
comple jos, se recogieron las fracciones con actividad enzimatices

sernaladas en la figura 2& y se aplicaron en una columna de
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Florara 26.- Cromatografia en columna de Sephadex G-200 (3 x 120 cm) del extracto proteico ultracentrifugado a
105000xg, 1 h. En la fiqura se representa el resultado de un experimento con 27 g de células. Ila

elucién se realizd en tampén B a un flujo de 20 ml/h. (»--- ) fieB; (-~ ©) actividad
enzimatica.
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DEAIE-Sepharose. La elucidn de las proteinas con un gradiente de
NH.IC1 0.01-0.35 M, asi como el perfil de actividad HAT se
muerstra en la figura 27 A. En esta gréfice se obéerva un solo
picio de actividad enzima&tica con un pequerno hombro en 1la parte
der-echa dei mismo. Las figuras 27 B y C representan los valores
de densidad ¢ptica integrada de las histonas de eritrocito vy
lewadura, incubadas con las fracciones seraladas en el perfil de
actividad. Podemos observar la presencia en estos eluidos del
enzima que acetila en levadura a las histonas H2B>H4 (como lo
muestra la incorporacidn sobre estas histonas, presente en las
carreras 1 a 35), asi como la del enzima que acetila
exclusivamente a ‘HS (con el méximﬁ_de incorporacidon localizada
en la, carrera 4), es deéir, las HAT AI y HAT AII. También parece
estar presente el enzima que acetila a H4>H3 (HAT BI), aungue
posiblemente en una baja proporcion.

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 AlI. Por
su parte el Bl parece estar presente sélo en una pequena
proporcién, mientras que el BII no se encontraria asociado en
absoluto.

Es interesante seralar que el enzima BIIl y la fraccidn del
Bl que no se encuentran en el volumen.de exclusion, eluyen de la
columna en funcidn de su masa molecular formandos, 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 incorporacidn de radiactividad sobre
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Figura B7.- Cronatografia en coiu«na de DEAE-Sepharose CL-6B (1.8 x 15 ») de las fracciones sefialadas en la
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enziadtica; | i gradiente de NfUCl. B y C) Densidad optica integrada (D.0.I.) de la
incorporacion radiactiva a las histonas de eritrocito (panel B) y a las de levadura (panel C) por
las fracciones seflaladas y separadas por electroforesis en gel de poliacrilaeida-SDS. La flecha
indica la fraccién a la que eluye la actividad histona desacetilasa.
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H4>>H3, lo cual corrobora lo antes mencionado. Estos resultados,
ademds de apoyar los obtenidos mediante extraccidn fraccionada
de las HAT de la cromatina con 0.0 y 0.5 M de Nacl (fig. 24 y‘
25), sugieren que el enzima HAT AIl podria ser similar a la HAT
DB de linfoéitos de bovinos, ya que ésta se encuentra asociada
fuertemente a nucleosomas, e incluso su especificidad -es
similar, ya que ambas actividades acetilan prefereptemente a la
histona H3, aunque la HAT DB también actue en menor grado sobre
las otras histonas del '"core" (Bohm et al., 1980).

Finalmente podemos también seralar, que de nuevo el enzima
BII tendria caracteristicas similares al enzima citoplasmatico
HAT B, especifico para 1la histona H4 de otros eucariotas

(revisidon de Doenecke y Gallwitz, 1980).

7.4.— Especificidad frente a nucleosomas.

Con objeto de conocer 1la especificidad de las actividades
HAT obtenidas por ultracentrifugacidén con nucleosomas,. se han
incubado 1las fracciones enzimédticas separadas en el perfil de
actividad de la fig. 19 con nucleosomas de eritrocitos en las
condiciones descritas en el apartado 14 de materiales y métodos.
En la tabla XIIl se presentan los resultados obtenidos en la
incubacidn con los nucleosomas, y la cuantificacidn posterior de
la densidad dptica integrada correspondiente a cada histona en

la fluorografia. En el pico de actividad HAT A (formado por los



Tabla IIIL.- Especificidad de las actividades HAT A, HAT BI y HAT BII, obtenidas por ultracentrifugacion a 105000xg, 1 h
y separadas por crosatografia en DEAE-Sepharose (fig. 19) con nucleosomas.

HAT A HAT BI HAT BII"

((u) AT + (u) AII) ((u) BI) ((u) BII)

D.0.I. (u.a.) $ACTIVIDAD D.0.I. (u.a.) $ACTIVIDAD D.0.I. (u.a.) $ACTIVIDAD

TOTAL EN
NUCLEOSOMAS 81.0 83 16.6 17 _— —
H3 8.7 11 15.5 93 _— —
H2B 17.8 22 — - — —
H2A 53.2 65 — - — —

H4 1.3 2 1.1 7 . _— —_—
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enzimas Al y AIl) existe incorporacion de radiactividad sobre la
totalidad de 1las histonas del "core", segun el orden de
especificidad H2A>HE2B>H3>H4. Estos resultados son similares a
los descritos para la HAT A de levaduras obtenidos en el
fraccionamiento con PEG o en la precipitacidn con (NH4) =504, si
bien la proporcidén relativa de incorporacion de radiactividad
sobre cada tipo de histonas es algo distinta (ver apartados O vy
7). En el pico de actividad HAT Bl se observa la incorporacion
de grupos acetilo, en las histonas H3>H4, en nucleosomas. La
incorporacién de radiactividad sobre estas histonas difiere de
los datos obtenidos con PEG (apartado 5) vy con (NHg) =50,
(apartado 7)s ya que en el caso del polietilénglicol, 1la
acetilacion de H4 es superior a 1la de H3, mientras que con
sulfato amdnico parece.no encontrarse acetilada la histona H3.
La raztn de estas diferencias permanece confusa, aunque puede
ser debido a.que en los distintos procedimientos de extraccion
se estén aislando factores de naturaleza molecular no conocida,
que puedan estar regulando, de algun modo, la acetilacidn de las
histonas en los nucleosomas.

Finalmente, en el pico de actividad HAT BII no aparece
incorporacién de radiectividad en ninguna de las histonas. Esfos
resultados junto con los obtenidos con (NH,)=S0. y PEG, asi como
la localizacién subcelular del enzima HAT BII, indican que esta
actividad seria muy probablemente el enzima citoplasmatico
especifico para H4, e inactivo con nucleosomas, descrito en
otros organismos eucariotas (ver tabla I).

Por Jultimo, cabe senalar que cuando se utilizan
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ol igonucleosomas de eritroéito (segun se describe en el apartado
11 de materiales vy métodos) como sustrato para las HAT, se
obytienen resultados de especificidad similares a los encontrados
con mononucleosomas, aunque la actividad obtenida con estos
ulitimos es alrededor de un 30% mayor que con oligonucleosomas.
Esta diferencia puede reflejar, posiblemente, la menor
accesibilidad de las HAT por estos oligonucleosomas, debido a la
conformacién mé&s plegada y seguramente mas compleja que

acdoptarian.

7.95.- Especificidad de las HAT frente a sustratos no

histonas,.

Se han realizado estudios encaminados & conocer la
especificidad de las acetiltransferasas con diferentes sustratos
no histonas. Con este objetivo se recogieron las actividades HAT
A, Bl y BII separadas por cromatografia en DEAE-Sepharose (fig.
19), se concentraron por ultrafiltracidén y fueron posteriormente
purificadas mediante cromatografia de exclusidn molecular en
Ultrogel AcA34.

En 1la tabla XIV se muestran los resultados obtenidos tras
incubar los enzimas con los sustratos BSA, sulfato de protamins
y poli-L-lisina. Los sustratos se han elegido para comparar 1la
especificidad por el sustrato de histonass frente a otros

sustratos que poseen. asimismo una densidad de carga positiva



Tabla XIV.- Especificidad de las actividades histona acetiltransferasa frente a sustratos no histonas. Los valeres
representan la sedia de tres ensayos independientes.

HAT A HAT BI HAT BIIX
DPM $ACTIVIDAD DPM $ACTIVIDAD DPM $ACTIVIDAD

HISTONAS DE (3012 % 210) 100 (1369% 161) 100 (1579% 180) 100
LEVADURA

HISTONAS DE (1953+% 72) 65 (1643 % 148) 120 (1550 * 83) 98
ERITROCITO

BSA (20% 104) 1 (205 ¥ 53) 15 (0% 60) s}
POLI-L-LISINA (0t 35) 0 (0% 66) 0] (74t 91) 5
SULFATO DE (253 ¥ 53) 8 (55 % 25) 4 (1821 64) 12

PROTAMINA
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(sulfato de protamina y poli-L-lisina) y un elevado numero de
residuos de lisina, donde las HAT podriah introducir grupos
acetilo (popli-L-lisina). La BSA es una proteina con una
proporcion de cargas positivas y negativas més habitual que las
histonas. En los resultados de la tabla XIV se observan algunas
‘diferencias apreciables entre las tres actividades HAT, aunque
en general todas ellas sean bastante especificas para las
histonas, lo cual reflejaria la necesidad del reconocimiento de
la zona globular de las mismas.

Por otro lado, Kelner y Mc Carty (1984) han observado que
una actividad HAT extraida de nucleos de higedo de cerdo, es
capaz de acetilar a las HMG 14 y 17 de eritrocito de pollo. La
marca introducida sobre estas proteinas es de alrededor del 2%
de la que se incorpora sobre la histona HE2B, que es la mas
acetilada por este enzima. Las HMG son proteinas bésicas,s en
general de bsajo peéo molecular, que parecen tener un importante
papel en la estructura de la cromatina activa o potencialmente
activa. Las HMGE 14 vy 17 han sido bien caracterizadas,

conociéndose su secuencia de aminodcidos vy la existencia en las

mismas de modificaciones postsintétices, incluide la
acetilacidn. Sin embargo, la estructura de estas proteinas
cuando estadn unidas a la cromatina, vy su funcidén in vivo, son

hasta el presente desconocidaes. Las HMG 1 vy 2 estédn menos
estudiadas, pero se sabe que estan unidas, al igual que las HMG
14 v 17, 3 los nucleosomas, aungque aparentemente a lugares
diferentes en los mismos.

Con objeto de determinar si las HAT presentes 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 proteinas con las HAT A, BI vy
BII (obtenidas de la forma descrita anteriormente). Los
resultados obtenidos indican gque estas fracciones HMG son
acetiladas, en grado variable, alcanzando en algunos casos hasta
el 30%, con respecto a la acetilacion de histonas. Sin embargo,
cuando se realizaron fluorografias de las HMG, incubadas con los
enzimas y separadas mediante electroforesis en
poliacrilamida—-ac. aceéetico-urea, se observd incorporacion de
radiactividad sobre polipéptidds de masa molecular pequefa,
inferiores a la de las histonassy que no corresponden a las HMG
ni en levadura ni en eritrocito. Ello podria ser debido a que en
el proceso de extraccion de la; HMG se arréstran generalmente
fragmentos de histonas degradadas por proteasas, que podrian ser
acetiladas inespecificamente por las acetiltransferasas.

Por otra parte, la acetilacidn de las histonas parece estar
implicada en el proceso de relajacion de la cromatina, gque esta
acomparado con 1la aparicion en 1la misme de proteinas tipo
protaminas, durante las etapas tardias de espermatogénesis de
algurmos organismos eucaritdticos. En este sentido Libby (1978 y
1980) ha descrito que las HAT "a" y "b" obtenidas de nucleos de
higado de ternera y de rata, poseen actividad enzimatica frente
al sustrato espermidina. Para comprobar si en levadura puede
ocurrir un efecto similar, se han incubado las actividades

enzimadticas A, Bl y BIl con espermina y espermidinay, y se ha

cuantificado la radiactividad incorporada a estos sustratos

(tabla XV). Se puede observar que en todos 1los casos la



Tabla XV.- Actividad de las histonas acetiltransferasas con poliaminas, Los valores representan la media de tres ensayos

independientes.
HAT A HAT BI HAT BII
DPM $SACTIVIDAD DPM $ACTIVIDAD DPM $ACTIVIDAD
HISTONAS DE (2793% 104) 100 (1327%188) 100 (15241 84) 100
LEVADURA
ESPERMINA (251%F 68) (130 79) 10 (9t 15) <1
ESPERMIDINA (284t 16) 10 (172 + 48) 13 (46  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 mas activos con espermidina que con histonas (Libby,

1980).

7.6.— Inhibicidn de las HAT por el DNA.

Libby (1980) ha observado Que las histona acetiltransferasa
"a" vy "b", aisladas de los nucleos de higado de rata poseen una
inhibicidn diferencial por el DNA. Con objeto de conocer como
afecta la presencia de DNA a las HAT de levadura, se han
incubado histonas de levadura con las actividades enzimaticas A,
BI y BIl, adicionando a 1la mezclé de reaccidn, DNA de testiculo
de salmén hasta concentraciones de 25 y S50 Hg/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
medios ya que a estas concentraciones, las HAT "a" y '"b" de
higado de rata se encuentran inhibidas hasta un 60% y un 30% de
su actividad, respectivamente (Libby, 1980). Por otra parte,
Cano y Pestafa (1976) han observado en Artemia salina que ei DNA
interaccionaria preferentemente con las histonas H3 vy H&4
haciendo & éstaes inaccesibles a la HAT de este organismo. En el
caso de levadura, esta preferencia determinaria que la HAT AI

(especifice pare la histona H2B de levadura) podria estar menos



Tabla IVI.- Inhibicién de las actividades histona acetiltransferasas por DNA. Los valores representan la media de tres
ensayos independientes, :

HAT A HAT BI HAT BII
DPM $SACTIVIDAD DPM ‘ $ACTIVIDAD DPM $ACTIVIDAD
SIN DNA (4673 * 93) 100 (1224 £ 182) 100 (1837 % 138) 100
25 ug/ml DNA (3950  376) 85 (1004 ¥ 235) 82 (1359t 58) 74

50 sg/ml DNA (3752 109) 80 (958 £ 46) 78 (11752 46) 64
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inhibida que el resto de los enzimas que acetilan en mayor o
menor medida & las histonas H3 y/o H4. Sin embargo, debido a gue
este enzima coeluye con 1la HAT All (especifica para H3), este
efecto seria menos evidente dandc lugar,; como se muestra en la
tabla, & wuna 1inhibicidn sdlo algo menor que el enzima HAT BI
(que acetila @ H4 y H3) o que el HAT BII (especifico para H4). A
pesar de todo, el enzima que mas se inhibe por el DNA es el BII,
lo cual podria estar relacionado con .su localizacidn
citoplasmdtica y su inactividad con histonas en nucleosomas.

Por otra parte, también se ha observade que 1las HAT de
levadura parecen encontrarse mas inhibidas por el DNA cuando los
enzimas se incuban con histonas de eritrocito del ‘'core®
nucleosomal. En relacidn a esta diferencia se puede indicar que
la fraccidén de histonas del ‘“core” puedé contener cantidadeé
minoritarias de H1 y HS que podrian estar induciendo le
precipitacidn de las histonass disminuyendo de este modo 1la
‘cantidad de sustrato accesible al(a los) enzima(s); apareciendo
como mas inhibido gque con histonas de levadura.

En base a los resultados obtenidos con 1los distintos

procedimientos de extraccidn, precipitacidn con (NH. ) 504 5
fraccionamiento proteico con el 10 Y 20% de PEG v
ultracentrifugacidn en presencia de NaCl 0.5 M, se puede

concluir gue en levadura parecen existir &al menos cuatro
actividades histone acetiltransferasa, denominadas como AI, AII,
BI y BII. La HAT AI es un enzima nuclear; activo con
nucleosdmas, que acetile especificamente a la histona HZ2B de

levaduras (H2ZA en el caso de eritrocito} y en mucha menor
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proporrcién a Ha. La HAT All seria 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 eenzima nuclear, HAT Bl, es activo también con nucleosomas y
acetilla a H4>>H3, tanto con histonas homdlogas como con las de
eritrcoéito. Por ultimo, la actividad HAT BIIl seria de naturaleza
vcitopilasmética, inactiva frente a nucleosomas, qu acetila
exclussivamente a la histona H4 y cuya funcién seria la de
aceti.lar a 1las histonass; especialmente a 1la H4, en el
citoprlasma, cuando las mismas estan siendo sintetizadas previo
al emsamblaje en nucleosomas. No parece existir sin embargo, en
las ciondiciones de extraccién descritas, niﬁguna HAT gue acetile
a la histona H2A en levadura. El que no se observe ninguna
actiwidad HAT especifica para esta histona seria razonable si,
como se ha seralado anteriormente, en 1las histonas H2B, H3 y H4
pueden ser introducidos in vivo hasfa cuatro grupos acetilo,
'mientras que en HZ2A tan sdlo se introduce un grupo (o de forma
mas improbable, hasta dos grupos acetilo), 1lo que podria
condwcir a que la marca enzimdtica sobre esta histona fuese muy
debil, no siendo detectable mediante el anadlisis fluorogréfico.
De wcualquier modos es importante sefalar que estos resultados
son compatibles con los obtenidos por Nelson (1982), en los que
mediante incubacidn de protoplastos de levadura con [®H]acetato,
se produce la incorporacion de radiactividad sobre las histonas
HE2B2H3>H4 y no sobre "H2A, aunque este mismo autor indice que
existen trazas de radiactividad asociadas a la histona H2A de

levadura.
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Por otra parte cabe seralar que la existencia de al menos
dos actividades HAT que acetilan a la histona H4, una de tipo
nucleear (HAT Bl) vy otra citoplasmatica (HAT Bll), estaria
sustientada por estudios de acetilacidén in vivo de histonas de
levaidura,; en presencia de cicloheximida (Nelson, 1982). En estos
estwdios se observa que la acetilacidén que se produce en la
hist:ona H4, se reduce mas fuer temente (no llegando a ser nula)
que la incorporacion sobre H2B y H3 en 1los protoplastos
incwbados con [®HJacetato en presencia de cicloheximida respecto
al control de los protoplastos incubados en ausencia del
inhiibidor. Esto parece indicar que se estaria produciendo 1ls
inhibicién de algun enzima, probablemente 1la HAT BII, que
acé&ilaria a las histonas cuando estan siendo sintetizadas.

Por otro lado nuestros resultados parecen indicar que, al
menms en levadura, el nivel de acetilacidon en las histonas
estiaria regulado por el conjunto de actividades HAT descritas,
mas. que por wuna& unica HD capaz de desacetilar a las cuatro

hisitonas del "core" (apartado 8.1.2).

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

CREECIMIENTO DE LEVADURA.

Se han realizado estudios para conocer la variacién de la
acttividad total de las HAT (AI, AII, BI y BIIl), asi como de la

HDy a lo largo de la curva de multiplicacidn celular del cultivo
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de Saccharaomyces cerevisae. Con este objeto se aplicarona 2 1
de medio liquido, 10 g de «ceélulas de un cultivo previo de
levadura mantenido en fase estacionaria durante 65 h. Las
células se recogieron a distintos tiempos de cultivo (i, 2.5, 5,
B, 24 yv 65 h, respectivamente desde el inicio del cultivo),
reuniéndose las fracciones correspondientes a las HAT A, Bl vy
BIl separadas en las cromatografias en DEAE-Sepharose (en las
condiciones descritas en el apartado 4.2.2 de materiales vy
métodos) Yy cuantificéandose 1la actividad enzimatica total
mediante analisis fluorografico de la incorporacion de
radiactividad sobre las histonas por las HAT. A cada uno de los
tiempos de | cultivo estudiados se determind
espectrofluorimétricamente, la cantidad de DNA en los extractos,
con objeto de poder‘ comparar entre si los resultados de
actividad enzimatica totél obtenidos para cada HAT.

En las figuras 28 A y B se presentan los resultados de
densidades dpticas integradas correspondientes a la acetilacidn
enzimatica de las histonas. Les actividades que corresponden a
HAT Al y HAT AlIl se cuantificaron midiendo la incorporacion que
se produce, respectivamente scbre 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 AIl 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 Al también existe un aumento de la actividad enzimatica
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Figura EB.- Actividades totales histona acetiltransferasa en funcidon del tie«po de cultivo de la levadura.”)
Densidad oOptica integrada (D.D.I.) por 10 de DNA del extracto inicial, de las actividades HAT AI y

HAT AIT a diversos tieipo de cultivo, FE=- ) concentracién de levadura. B) Densidad “6ptica

integrada (D.0.I.1 por 1ig de DNA del extracto inicial, de las actividades HAT BI y HAT BII a
diversos tietpos de cultivo, (t ¢) concentracién de levadura.
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total a tiempos de cultivo entre O y 5 hy, aunque este incremento
es mdcho menor al que se produce en la HAT AII. A tiempos de
cultivo mavoresy la actividad de este enzima disminuye del mismo
modo a como ocurre con AIl, permaneciendo practicamente
constante en fase estacionaria de crecimiento (entre B y &5 h).

En la figura 28 B se ha representado la variacion de las
actividades HAT. Bl y HAT Bll, a los tiempos de cultivo seralados
en la curva de crecimiento. En esta figura podemos observar que
la actividad correspondiente a Bl disminuye parcialmente durante
la fase exponencial de crecimiento, entre O y 5 h de cultivo,
aumentando posteriormente en fase estacionaria, entre las 8 y &5
horas. Por el contrario, la actividad del enzima BII se
incrementa desde el inicio de la curva de crecimiento (de O a 5
h), redﬁciéndose posteriormente a tiempos mayores, entre las 8 y
65 h, en fase esgacionaria. |

Finalmente se determind la actividad total del enzima HD,
obtenido mediante cromatografia en DEAE-Sepharose a los
distintos tiempos de cultivo, cuantificandose dicha actividad
por medida de 1la radiactividad enzimatica 1liberada de las
histonas marcadass en las condiciones descritas en el apartado
10 de materiales y métodos. En 1la figura 29 se presentan los
resul tados de dicha actividad HD, @& 1los tiempos de cultivo
indicadoss por mg de DNA de los extractos iniciales. En esta
figura se puede observar una rdpida disminucidn en la actividad
HD total durante la fase exponencial de crecimiento (entre las O
vy 5 h del inicio del cultivo), incrementédndose posteriormente de

forma lenta durante la fase estacionaria, entre las B y 65 h de
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Figura 29.- Actividad total histona desacetilasa en funcién del tiempo de cultive de la levadura., (e——o)
concentracion de levadura; (o------o) actividad enzisatica por mg de DNA del extracto inicial.
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cultivo.

De 1los resultados obtenidos en este apartado es importante
seralar gque el incremento gque se produce en la actividad HAT AII
(acetila a H3 y H4 en nucleosomas), es considerablemente
superior (unas 350 veces mayor) que el que ocurre en la HAT Al
(acetila a H2B vy H2A .en nuclieosomas)sy al pasar de fase
estacionaria (inicio del cultivo) a fase exponencial. Esto
podria sugerir que aunque las dos actividades pudierah estar
implicadas (ambas aumentan en fase exponencial) en los procesos
bioldgicos (replicacidn vy transcripcidn del DNA, sintesis de
histonas, etc.) que se producen en fase exponencial, seria
posiblemente la HAT AII la que podria estaf incidiendo mas én
los mismos. Estos resultados serian compatibles con los
observados en levadura (Marian y Wintersberger, 1982) o en
Physarum policephalum (Waterborg y Matthews, 1983 y 19B84), qgue
indican una diferencia funcional importante eﬁtre le
acetllacidn—desacetilacién de las histonas H3 y H4, respecto a
la de HeA y HE2B. Waterborg y Matthews (19B3) postulan ademas,
gque la regidn N-terminal no acetilade de H3 y H4, estabilizarias
la estructura de 3¢ nm de la cromatina inactiva vy que la
acetilacion de las mismas estaria implicada especificamente en
la sintesis de RNA. 8in embargo, la regidn N-terminal de HZA vy
HZB podrie estar estabilizando la estructura de la cromatina
active cusando las interacciones de H3 y H4 estadn liberadas por
la acetilacidn. La modificacidn de esta regidén estarias
relaclonada con otras posibles funciones bioldgicas.

También se puede observar, por otro lado, un comportamiento
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diferencial de la actividad HAT BI y HAT BII a lo 1largo de 1la
curvia de crecimiento. Esto indicaria que, aunque ambas
actividades acetilen preferentemente a 1la histona H4, serian
posiblemente dos enzimas diferentes, que tendrian funciones
bidlogicas distintas. Por otre parte, como hemos indicado mas
arriba, la actividad HAT BII aumenta durante fase exponencial,
en donde la mﬁltiplicacién celular es muy activa, disminuyendo
posteriormente en fase estacionaria. Estos resultados estan de
acuerdo con la hipdtesis postulada por distintos autores, que
sugieren que la actividad HAT B especifica para la histona H4 en
eucariotas, acetilaria en el citoplasma a las histonas recién
simtetizadas (Garcea y Alberts, 1980; Wiegand y Brutlag, 19B81),
estando esta modificécién relacionada con el proceso de 1la
deposicion de las histonas, y en el ensamblaje posterior de las
mismas en nucleosomas, durante la replicacién del DNA (Waterborg
y Matthews, 1983; Allis et agl., 1985; Chicoine et al., 1986).

También cabe seralar que el notable aumento de la actividad
HAT AlIl, durante fase exponencial, podria ser el principal
responsable del incremento en 1la acetilacidn enzimatica total
observado durante esta fase, en los extractos eluidos con una
fuerza idnica de 0.35 M, en las cromatografias en DEAE-Sepharose
mostradas en el apartado 4.2.

Finalmente cabe resefar que si, como sugieren Hay y Candido
(1983), la acetilacién de las histonas esta implicada con los
procesos en los que se requiere una accesibilidad a los
nucleosomas alterads (transcripcidn, replicacidn del DNA,

recambio de histonas, etc.), seria razonable pensar que el nivel
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de acetilacidn: aumente durante la fase exponencial, para lo cual
seria légico que, al menos, la actividad total HD no aumentase
durante eésta. Nuestros resultados indican que esta actividad
parece dismimuir durante fase exponencial, lo que estaria

aparentemente de acuerdo con la hipdtesis anterior.




DISCUSION GENERAL.
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de acetilacidn aumente durante la fase exponencial, para lo cual
seria ldgico que, al menos, la actividad total HD no aumentase
durante ésta. Nuestros resultados indican que esta actividad
parece disminuir durante fase exponencial, 1o que estaria

aparentemente de acuerdo con la hipotesis anterior.




ACHIIANITSD NOISNOSIAa
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El estudio de las actividades histona acetiltransferasa de
Saccharomyces gg[gziggg; en el presente trabajo, se ha llevado a
cabo utilizando procedimientos de extraccidon descritos por
diversos autores para la obtencidn de HAT de distintos
organismos eucaridticos. Estos procedimientos han sido, en
concreto, la precipitacidn proteica con (NH4) 25045 el
fraccionamiento de ias proteinas con el 10 y 20% de
polietilénglicol (PEG) y la ultracentrifugacion en presencia de
0.5 M de NaCl.

Aﬁnque las graficas de actividad HAT obtenidas por los
distintos métodos de extraccion y mostradas en este trabajo, son
el resultado de experimentos concretoss han sido realizadas en
todos los casos varias extracciones, obteniéndose resultados
seme jantes en todos ellos..

En el presente trabajo de investigacidn se ha introducido
un nuevo método de analisis de los picos de actividad HAT
presentes en los eluidos cromatograficos. En efecto, el anadlisis
de las manchas fluorograficas cqrfespondientes a la acetilacion
enzimatica de las histonas, convenientemente corregido con el
analizador de imagenes IBAS 2000, realizado a lo largo de todo
el perfil de actividades, medides convencionalmente, constituye
en cierto sentido, una originalidad metodoldgica. Este
seguimiento de la evolucidn de 1la acetilacidn de cada histona,
aunque pueda parecer en principié una complicacidn innecesaria,
ha demostrado ser de gran utilidad en la deteccidn de
actividades enzimadticas con especificidad diferente, que de otra

maneras hubieran sido dificilmente observables.



210

Con ibjeto de comprobar la bondad del método de andlisis se
ha realiziatdos; como ejemplo, 1la medida de una cromatografia en
DEAE-Sephiamrose de un extracto proteico precipitado con sulfato
aménico. En este caso, 1la cuantificacion de las bandas
fluorogréifiicas, asi como 1la cantidad de histonas en el gel
terido coory azul Coomassies, se ha repetido hasta 10 veces. En 1la
figura B0 se presentan los resultados de incorporacion de
radiactiwi.dad sobre las histonas, referida a la cantidad de cada
una de ellllas presentes en el gel de poliacrilamida, asi como la
desviacidm estandar de los valores, representada por las barras
de errorr. Como se puede observar, el andlisis fluorografico del
perfil dee actividad, mediante barridos de los picos enzimaticos,
permite cotbtener resultados fiables respecto a la presencia de
actividacdes HAT en estas cromatografias, ya gque las desviaciones
son en g¢gemeral muy pequenas.

Estee procedimiento de andlisis posee una ventaja adicional
importanite, que surge del hecho de que en algunas cromatografias
se obser-va la presencia de proteolisis, especialmente en la zona
del graadiente de NH.Cl, donde eluye el pico de actividad HAT A.
Este immconveniente puede ser evitado mediante el andlisis
fluorogrraficos vya que, en cada caso, la incorporacion esta
referidea a la cantidad de histona presente, 1lo cual evita la
infravalloraci¢n de alguna de las actividades enzimaticas.

Porr otra parte, se ha observado que mediante esta
metodolcogia se podrian diferenciar isoenzimas muy parecidos
entre sii, 0 con puntos iscoeléctricos similares, como ocurre

sobretoodo en el caso de las HAT Al y HAT AII, que eluyen en el
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Figura 30.- Cromatografia en columna de DEAE-Sepharose CL-6B (3 x IB cm) del extracto proteico precipitado con

(NHJeSO, al 90S de saturacion. A) Elucioén proteica con 1800 mi de un gradiente de NK,CL
(0.01-0.35 H) en tampén B> a un flujo de 60 ml/h> recogiéndose fracciones de 14.5 mi. B) Densidad
optica integrada (D.0.I.i de la  incorporacién radiactiva alas histonas de levadura por las
fracciones seflaladas y separadas por electroforesis en gel de poliacrilamida-SDS. El andlisis de
la imagen fluorografica» asi como de la cantidad de histona presente en el gel tefiido con azul
Coomassie» se repiti¢ 10 veces. Las barras de error representanlas desviaciones estandar de estas
medidas.
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gradiente de fuerza idﬂica en forma de wun pico de actividad
unico. Es importante seralar que, en levadura, cada actividad
HAT parece tener Qna especificidad casi exclusiva para un tipo
de histona. En concreto, 1la HAT Al acetilaria con histonas
libres a H2B, las HAT AIl y BI1 modificarian tan sdlo a leas
histonas H3 vy ﬁ#, respectivamente vy, por ultimo, la HAT BI
acetilaria a H4 aunque quizas también y minoritariamente a H3.
Asi, en la figura 31, se muestran cuatro . fluorografias
correspondientes a carreras electroforéticas de incubaciones
seleccionadas de enzimas HAT AI, AIl, Bl 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 1la histona HZA en levadura. Esto podria ser
debido, como se ha apuntado anteriormente, a que en este histona
el numero de grupos acetilo que puede ser incorporado in vivo es
solamente uno (o mas improbablemente dos), mientras que en el
resto de laé histonas pueden ser incorporados hasta cuatro
grupos acetilo. Ademé&ss; la acetilacidn que se produciria en esa
posicidn seria de muy baja intensidad, de acuerdo con los
résultados de Nelson (1982) mediante incubacidén de protoplastos
de levadura con [®H]acetato. Posiblemente, el ‘enzima que
acetilase a H2A de levadura seria 1la HAT AIl, puesto que con
nucleosomas de eritrocito acetila tanto a la histona HZ2A como
HEB, mientras que con histonas libres acetila tan sdlo a 1la HZ2A
de eritrocito.

La deteccidn de enzimas HAT con especificidad casi

exclusiva por una unica histona, contrasta con la mayor parte de
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Figura 31.- Seleccion de carreras electroforéticas de las actividades histona acetiltransferasa de levadura.d) Tincién
de los geles con azul Cooaassie. B) Flurografia de los tisaos geles.



214

los resultados obtenidos por otros autoress sobre histona
acet:iltransferasas de diferentes organismos eucariéticos. En
comc:reto, la existencia de una HAT especifica para 1la histona
HZB no habia sido nunca descrita hasta el momento. Asimismo, una
‘HAT  especifica para la histona H3 sdlo habia sido descrito para
el caso de un organismo vegetal (Sendra et al., 19B6). La
si*huaéidn mas generalizada se corresponde, por el contrario, con
la obtencidn de enzimas HAT con capacidad de acetilar varias o
towdas las histonas (tablea I). No se puede descartar, sin
emibargo, la posibilidad de ques al igual que el pico HAT A
obrtenido en los extractos de levadura, alguno de los enzimas
derswcritos, sean en realidad, combinaciones de isoenzimas muy
Séﬂmejantes entre si. De cualquier modo, resulta imposible
prredecir si nuestros resultados pueden ser extrapolados a otros
orrg@anismos eucarioticos, fundamentalmente debido a que la
lesviadura podria constituir Qquizds un caso especial en este
grrupo, ya que las histonas de su cromatina se.encuentran entre
laas. mas altamente acetilesdas. Por tanto, el sistema enzimatico
de= acetilacidn-desacetilacidn de 1las histonas podria ser algo
diistinto en este organismo en relacién a otros organismos
ewcaridticos.

En base a nuestros resultados, se puede deducir que en los
silstemas bioldégicos parece existir una mayor complejidad que la
reefle jada en una buena parte de trabajos realizados, en los gue
tcan sdlo se describe la presencia de un isoenzima HAT de cada
utno de los tipos que existen, nuclear y citoplasmatico. Sin

eembargo, més recientemente, esta complejidad se estd poniendo de
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manifiesto como lo demuestra la descripcién en higado de rata de
hasta cﬁatro isoenzimas HAT (Yukioka et gl.; 1984) o de al menos
tres isoenzimas en Artemia salina (Estepa y Pestara, 1983).

Esta complejidad se ve aumentada ademas, por el hecho de
que en funcidn del sistema de extraccion vy purificaciﬁn
empleadoé, diversps autores han descrito para un mismo sistema
bioldgico un numero diferente de isoenzimas presentes y/o con
caracteristicas biogquimicas distintas. Asi, por ejemplo, en
hepatoma de rata, Garcea Yy Alberts (1980), mediante
precipitacion con polietilénglicol, han sefalado la presencia de
un solo -enzima nuclear, que acetila a H4>H3>H2B>>H2A con
histonas libres y a H4>H2A=HE2B>H3 con nucleosomas. Fukushima et
al. (1980)s en nucleos de higado de rata obtienen asimismo,
mediante ultracentrifugacién'en presencia de KC1 0.6 M, un solo
enzima gque acetila, con nucleosomas, a las histonas H4>>H32HZ2B.
Por otra parte, Wiktorowicz vy Bonner .(1982), en este mismo
maéerial bioldgico, mediante extraccidnm con NH4C1 0.4 M vy Qna
extensa purificacidn posterior, obtienen un enzima con
especificidad frente a histonas 1libres algo distinta a 1la
descrita por Garcea vy Alberts (1980), puesto que acetila a
H3>H4>H2B>H2A>H1. Sin embargo,s Yukioka et al. (1984), mediante
ultracentrifugacidn en gradiente de sacarosas, han descrito la
presencia dé al menos dos enzimas en los nucleos de higado de
rata, denominados como NI y NII. Finalmente, Libby (1980), en
este mismo sistema biolégicos, obtiene también dos isoenzimas,
mediante precipitacidén con (NH4)=S0. al S55% de saturacioédn, pero

con diferente especificidad por las histonas que las descritas
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por Yulkioka et al. (1984) (ver tabla I).

Ein levadura, en los extractos obtenidos por precipitacidn
con (NIH4) 2S04 ultracentrifugacidn y precipitacidon con el 10% de
PEG, se obtienen cuatreo isoenzimas HAT (Al, AII, BI y BIl),
aunquez2 la proporcién de 1los mismos es distinta en los tres
procedlimientos. Concretamente, la actividad HAT BI parece
enconttrarse en wuna baja proporcidén en 1la fraccidn de la
ultracentrifugacién si se 1le compara, por ejemplo, con la
activiidad en el precipitado con sulfato amdnico. Un caso
especiial lo constituye el extracto precipitado con PEG al 20%,
en el que no se observa la existencia del enzima especifico para
H3 (HIAT AII). Por tanto, seria aconsejable el usc de distintos
procecdimientos de extraccidn, eliminando asi los inconvenientes
obserwados al utilizar tan sdlo uno de ellos, para conocer el
numerco y tipo de isoenzimas HAT presentes en un organismo
eucar:idtico determinado.

iLa complejidad .hostrada en el sistema enzimatico de
acetiilacidn-desacetilacidn de las histonas en levadura, quizas
prese:nte también en los demas eucariotas, podria estar de
acuer-do con la hipdtesis de que esta modificacidon estaria
relaccionada con diversas funciones bioldgicas. Hay y Candido
(19838 a y b) sugieren que la a;etilacidn de las histonas podria
no estar implicéda en una funcidn bioldgica concreta, sino que
facillitaria todos aquellos procesecs en los que se requiera una
accesibilidad alterada de los nucleosomas en la cromatina.

Entre los procesos con 1los que la acetilacidn ha sido

relacionada, cabe destacar, por la abundante bibliografia



217

acumulada, la de la sintesis de RNA durante la transcripcion, la
deposicidn de las histonas Yy el ensamblaje de las mismas en
nucleosomas, la maduracidn y reorganizacidn de la cromatina y la
sustitucion de histonas por proteinas especificas (como ocurre
por 'ejemplo con las protaminas durante la espermatogénesis de
ciertos eucariotas). En los organismos eucaridticos, vy
posiblemente también en levadura, el que se produzca uno u otro
proceso bioldgico, podria Quizas estar regulado por 1la
acetilacidn de histonas especificas producida por distintas
actividades HAT. Asi, por ejemplo, Naterborg y Matthews (1983 vy
1984) han sugerido que la modificacion de las histonas H3 y H4
podria estar impl;cada directameﬁte con la transcripcién del
DNA, mientras que la que se produce en H2A y H2B estaria
relacionada.con una funcion d;stinta, tal vez con la replicacion
del DNA. Estos autores han indicado diferencias apreciables en
el recambio de grupos acetilo, en estas histonas, durante las
fases S y G2 del ciclo celular de Physarum policephalum. En
nuestro estudio se ha podido observar una variaéién diferencial
en las actividades HAT, durante 1la curva de crecimiento de la
levadura. La actividad enzimética HAT AIl (que acetila a H3 y H4

en nucleosomas) aumenta sensiblemente respecto a la HAT Al (que

acetila a HeB y H2A en nucleosomas), al pasar de fase
estacionaria a fase exponencial. En esta ultima fase la
actividad metabdlica es muy superior a‘ la de la fase
estacionaria, especialmenie los procesos de replicacion vy

transcripcién del DNA. Del mismo modo, 1la actividad HAT BII

parece aumentar durante la fase exponencial, coincidiendo con el
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incremento en la divisidén celular. Este aumento estaria
posiblemente de acuerdo con la funcidn atribuida a este enzima,
de acetilar a las histonas en el citoplasma cuando estas son
sintetizadas, facilitando la deposicién de 1las histonas vy el
ensamblaje de las mismas en nucleosomas durante la replicacion
del DINA.

Recientemente se ha sugerido que no sdlo el tipo de histona
acetl lada, sino incluso la posicidn del residuo modificado,
podria estar relacionada con funciones bioldégicas concretas. Asi
por ejemplo, se ha descrito que el residuo S de lisina en
Physarum policephalum (Pesis y Matthews, 1986) o el residuo 11

—— e e e ———— =R

en Tetrahymena termophila (Chicoine et al., 1986) de la histona
H4, son preferentemente acetilados durante la deposicidn de las
histonas y el ensamblaje nucleosomal. Por ';1 contrario, el
residuo 7 de H4 en Tetrahymena parece estar acetilado
preferentemente durante la transcripcidn del DNA (Chicoine et
al., 1986). Finalmente, los residuos 5 y 12 de la histona H4 en
testiculo de Sepia officinaliss, se encontrarian acetilados en el
proceso de sustitucidén de las histonas por protaminas, durante
la espermatogénesis de este organismo (Couppez et al.,s 1987). Es
sugerente pensar que la acetilacidn diferencial de estos
residuos de lisina de la histona H4, podria ser llevada a cabo
por distintas acetiltransferasas; vy que la mayor o menor
actividad de estos enzimas podria estar regulando de algun modo
los distintos procesos bioldgicos. No seria entonces

sorprendente encontrar, como ocurre en levadura, mads de una

actividad HAT especifica para un tipo determinado de histona, en
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la cromatina.

Podemos por udltimo indicar que, aunque no se conoce si la
acetilacidon de 1las histonas es causa o efecto de la mayor
relajacion de la cromatina, el hecho de que se haya llegado
evolutivamente a wuna situacidn tan compleja (eﬁ la que estaria
implicada tanto la(s) actividad(es) HAT como la(s) actividad(es)
HD) y a 1la vez tan exquisitamente definida, en cuanto a su
especificidad, permite augurar importantes funciones para esta

modificacidn reversible de las histonas.



RESUMEN
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La(s) funcidn(es) bioldgicas de 1la acetilacién de las
histonas en los organismos eucaridticos no se conocen totalmente
hasta el momento. Un conocimiento mé&s intenso en la reqgulacidn
del nivel de acetilacidn podria ayudar a comprender el papel
bioldgico de esta modificacidn covalente en las histonas.

Este proceso est& gobernado por la acciéon opuesta dé las
actividades histona acetiltransferasa e histona desacetilasa. En
el presente trabajo se ha estudiado la actividad HAT,
completandose asimismo el realizado con la HD (Sanchez del Pino,
1987), en 1la levadura Saccharomyces cerevisiae. Para la
obtencidn de las actividades HAT y HD se han empleado tres
procedimientos: precipitacion con (NH4) =50, ai 0% de
saturacidn, precipitacion diferencial con el 10 y 204 de PEG vy
ultracentrifugacion en preseﬁcia de NaCl O.SDM, de extractos
proteicos obtenidos a partir de protoplastos de levadura lisados
en tampon hipotdnico. En el procedimiento de ultracentrifugacidn
se obtiene un rendimiento enzimatico superior ya que se evita la
utilizacién de tampones de alta fuerza idnica o concentraciones
proteicas elevadas.

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

Los ensayos de actividad enzimatica se han realizado a un
pPH de 7.9 y 37 ©“C de temperatura, durante 20 min y a una

concentracion de NH.Cl en el medio de incubacidn entre 100 y 300
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mM. Estas condiciones permiten obtener un maximo en la actividad
enzimatica, asi como atenuar en los ensayos la incorporacidén de
radiactividad debida a la acetilacion quimica de las histonas
por el acetil CoA.

Mediante cromatografia en columna de DEAE-Sepharose de 1los
cuatiro tipos de extractos proteicos y el anédlisis de las manchas
fluoirogréaficas correspondientes a la acetilacidén enzimatica de
las thistonas, convenientemente corregido mediante el analizador
de imadgenes vy realizado a lo largo del perfil de actividades
enzimaticas,; se puede concluir que en la levadura Saccharomyces

ceresvisiae existen, al menos, cuatro actiQidades histona
acettiltransferasas, a las que hemos denominado HAT AI, HAT AII,
HAT. BI y HAT BII, con:diferente especificidad por las histonas.
La HHAT Al scetila especificamente a la histona H2B en levadura
(H2A en el caso de eritrocito) y en muche menor proporcion a H&4.
La HAT AII modifica exclusivamente a la histona H3 tanto con
histtonas de levadura como de eritrocito. Los enzimas HAT BI vy
HAT BI1 acetilan ambos especificamente a H4, con histonas
homddlogas o histonas de eritrocito, aunque la Bl parece acetilar
tamtbién con baja intensidad a H3.

Los estudios de especificidad con nucleosomas de eritrocito
indiican que los enzimas Al, AII y Bl son activos con las
hisitonas de nucleosomas, acetilando a H2A>>H2B, H3>H4 y a H3 vy
H4 rrespectivamente. Por el contrario, la actividad HAT BII no es
act:iva con los nucleosomas.

En los nucleos de leQadura se localizan las actividades HAT

Al,, HAT AIIl y HAT Bl, mientras que el enzima HAT BII es de
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naturraleza citoplasmatica. La localizacidn subcelular de este
enzima, su especificidad por la histona H4 y su inactividad con
nucleosomas sugieren que este enzima es similar al enzima
citoiplasmético B descrito en otros eucariotas.

La extraccién‘ fraccionada de las actividades HAT de la
cromatina, con 0.0 y 0.5 .M en Nall, indican que el enzima HAT
AIIl, vy en menor medida Al vy BI, se encuentran unidos a
cromatina, formando posiblemente con ésta complejos de masa
molecular elevadas mientras que el isoenzima BII se encontraria
en forma libre, lo cual estd de acuerdo con 1la localizacidn
citoplasmatica qel mismo.

lLas actividades HAT de levadura son bastante especificas
para las histonasy, ya que practicamente no acetilan a otros
sustratos: BSA, sulfato de protémina, HMG poli-l-Lys o
poliaminas. Estas actividades son asimismo poco sensibles a la
presencia en el medio de incubacién de bajas éoncentraciones de
DNA ..

Por otra parte, la actividad histona desacetilasa eluye en
las cromatografias en DEARE-Sepharose en forma de un pico udnico a

una fuerza 1idnica similar a la que lo hace la HAT BI. Frente a

histonas libres marcadas del ‘'core" de eritrocito de pollo,
libera 1los grupos acetilo de todas ellas con una mayor
eficiencia que con histonas en forma de nucleosocmas u

oligonucleosomsas.
Las actividades HAT AI vy AIlI aumentan durante la fase
exponencial de la curva de crecimiento de levadura, disminuyendo

posteriormente en fase estacionaria. Sin embargos el incremento
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que se produce en la HAT AIl es considerablemente superior (unas
50 veces mayor) al que ocurre en la HAT AI, lo cual sugeriria
que ambas actividades podrian estar implicadas en funciones
bioldgicas diferentes. Tambieén existe un comportamiento
diferencial de las actividades HAT BI y HAT BII a lo largo de la
curva de crecimientos lo que indicaria que, aunque ambos enzimas
acetilen preferentemente a 1la histona H4, serian dos enzimas
distintos relacionados posiblemente con distintos procesos
bioldgicos. La actividad HAT BIl aumenta durante 1la fase
exponencial, en donde la multiplicacidn celular es muy activay
disminﬁyendo en fase estacionaria. Ello estaria de acuerdo con
la funcidn atribuida a este enzima de acetilar a las histonas en
el qituplasma antes de su ensamblaje en nucleosomas. Por otro
lado, la actividad HD parece disminuir durante fase exponencial
y aumentar en fase estacionaria.

Por tantos, en 1los sistemas bioldgicos la regulaciéﬁ del
nivel de acetilacidon de 1las histonas parece tener una'mayor
complejidad que la observada hasta el momento. En Saccharomyces

cerevisiae este nivel estaria posiblemente regqulado por el
conjunto de actividades HAT mas que por una unica actividad HD
capaz de desacetilar a las cuatro histonas del "core"

nucleosomal.
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