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1.1 CROMATINA: ESTRUCTURA Y FUNCION

La organizacion del material genético de la célula eucariota
necesariamente supone una estructura dindmica que permita el acceso de
las proteinas implicadas en los procesos de transmision de la informacion
genética. Esta estructura dinamica se encuentra en el nucleo de la célula
eucariota y esta constituida por el DNA y por las proteinas implicadas en
su empaquetamiento y las que intervienen en la expresion de la informa-

cién contenida en ese DNA.

Las proteinas de la cromatina se han clasificado en dos gru-
pos fundamentales: histonas y proteinas cromosomales no histonas. Las
histonas son proteinas bésicas, de bajo peso molecular, que se han clasi-
ficado en cinco tipos mayoritarios, segin criterios de composiciéon en ami-
noacidos: HI, H2A, H2B, H3 y H4 (Bradbury, 1975). El estudio de la se-
cuencia ha revelado que las histonas H2A, H2B, H3 y H4 se encuentran
entre las proteinas mas conservadas durante la evolucion, especialmente
las histonas H3 y H4 (Isenberg, 1979; Wu et al., 1986) y que son protei-
nas globulares que presentan una regiéon N-terminal que carece de es-
tructura secundaria debido a la acumulacion de residuos basicos (Delange
et al., 1972). La histona Hl es mas variable y presenta una region cen-
tral globular, de secuencia conservada, y los extremos C-terminal y N-

terminal con acumulaciéon de residuos basicos (Wu et al., 1986).

Todas las histonas, excepto la H4, se han encontrado en
mas de una variante, diferenciandose los distintos subtipos en la sustitu-
cion, insercién o delecion de unos pocos aminoacidos en su secuencia (re-
visado en Wu et al., 1986; Doenecke, 1988; Spiker, 1988b). No esta toda-
via claro si las variantes de histonas tienen una funcidén fisiolégica espe-
cifica. Hay evidencias que indican que las variantes soOlo representan una
diversidad de secuencia permisible que no afectaria a su funcion (Kolo-
drubetz et al., 1982; Walliset al., 1983). Sin embargo, también existen
evidencias que sugieren un papel funcional para las variantes de histo-
nas. Asi, Simpson (1981) ha encontrado que la diferente composiciéon en
variantes de la cromatina tiene consecuencias estructurales y posible-

mente, funcionales. En este sentido, en Tetrahymena se ha aislado una



variante minoritaria de H2A que parece estar preferentemente asociada con

cromatina transcripcionalmente activa (Allis et al., 1986).

Si bien es cierto que las histonas se encuentran entre las
proteinas mas conservadas durante la evoluciéon, no es menos cierto que
estas proteinas son de las que sufren mayor nimero de modificaciones
reversibles postraduccionales. Las modificaciones postsintéticas que pue-
den ocurrir en las histonas son: acetilacion, metilacion, fosforilacién, ubi-
quitinacion y ADP-ribosilacion (revisado en Isenberg, 1979; Wu et al.,
1986; Doenecke, 1988). Estas modificaciones aumentan enormemente la he-
terogeneidad de las histonas. Este hecho, lo mismo que la presencia de
variantes, podria tener importantes implicaciones en la estructura y fun-
cion de la cromatina. Asi, se han observado cambios en las propiedades
fisicoquimicas de la cromatina inducidos por modificaciones de las histonas
(Bertrand et al., 1984; Kaplan et al., 1984; Bode et al., 1983; Norton et
al., 1989). En general, se admite que dichas modificaciones estan de al-
gun modo relacionadas con procesos fundamentales como la replicacidn,
transcripcion, reparacion y condensacioén, interviniendo en la modulacion
de la estructura de la cromatina y aunque hay muy buenas correlaciones
entre ciertos estados funcionales y alguna de las modificaciones de las
histonas, no se conoce, en términos moleculares, la relacién entre causa

y efecto (Doenecke, 1988).

El otro grupo de proteinas de la cromatina lo constituyen
las proteinas cromosomales no histonas (PCNH), que incluye tanto protei-
nas estructurales como proteinas relacionadas con el metabolismo de la
cromatina. Se han identificado y caracterizado PCNH relacionadas con el
mantenimiento de estructuras cromosomales especificas,como son las protei-
nas del andamiaje de los cromosomas ("chromosome scaffold proteins™) y
proteinas asociadas a centromeros o a telomeros (revisado en James et al.,
1988). También se han determinado PCNH especificamente asociadas con
regiones de cromatina activa y en este grupo es donde se encuentran la
mayor parte de las actividades enzimaticas, DNA polimerasas y otros enzi-
mas relacionados con la replicacion, enzimas que modifican proteinas y en-
zimas directamente implicados en la transcripcién (Cartwright et

al,”1982). Particularmente, parecen tener importancia, por ser relativa-



mente abundantes, las PCNH denominadas proteinas HMG ("high mobility
group"), de las cuales se han aislado cuatro tipos en distintos tejidos de
mamiferos y en eritrocitos de aves (Goodwin et al., 1978) designadas como
HMGI, HMG2, HMGI4 y HMGI7. La funcion de estas proteinas HMG no
esta aun clara, aunque las HMGI4 y 17 se presentan asociadas preferen-
temente a genes activos (Weisbrod et al., 1980; Brotherton y Ginder,
1986). Proteinas que por criterios operacionales pueden clasificarse como
HMG, se han encontrado también en animales inferiores, plantas y euca-
riotas inferiores como la levadura (Mayes, 1982; Spiker, 1988a; Estruch et
al., 1986).

La unidad bdasica de organizacion de la cromatina estd constituida por un
octdimero de las histonas H2A, H2B, H3 y H4 (dos moléculas de cada
tipo), una copia de la histona Hl y 200 pares de bases de DNA
(Kornberg, 1974 y 1977). Esta estructura basica, denominada nucleosoma,
esta regularmente repetida a lo largo de la fibra de cromatina y puede
visualizarse por microscopia electronica con apariencia de cuentas de
rosario (Olins y Olins, 1974; Oudet et al., 1975). El estudio con endo-
nucleasas ha demostrado que en el nucleosoma no todo el DNA se encuen-
tra igualmente asociado con el octdmero de histonas. Asi, la digestion con
nucleasa de micrococo va reduciendo el tamafio del DNA desde 200 pb
hasta estabilizarse en unos 160 pb. La estructura asi producida contiene
el octimero de histonas y la histona Hl y ha sido denominada cromatosoma
(Simpson, 1978a). La digestiobn mas prolongada con esta nucleasa produce
una estructura mas estable que contiene, aproximadamente, 146 pb asocia-
dos al octamero de histonas, pero carece de HI, recibiendo el conjunto el
nombre de "core" nucleosomal o particula "core" (Kornberg, 1977; Fel-
senfeld, 1978). En la particula "core” el DNA se enrolla sobre el octamero
de histonas en una superhélice, dando 1.75 vueltas, formando el conjunto
una estructura discoidal (Richmond et al., 1984). La histona HIl se sitia
externamente al "core" interaccionando con aproximadamente 10 pb del
DNA anteriores y posteriores al "core”, constituyendo asi el cromatosoma
(Thoma et al., 1979), en el cual el DNA completaria dos vueltas alrededor
de las histonas (revisado en Pederson et al., 1986). El dominio globular

central de la histona HI parece estar implicado directamente en esta inte-



raccion (Alian et al., 1980). Los cromatosomas estan conectados a través

de un segmento de DNA denominado DNA espaciador ("linker DNA”).

La sucesion de nucleosomas, conectados por el DNA espacia-
dor, forma una estructura en zig-zag, de 10 nm de didmetro, visible por
microscopia electronica a bajas concentraciones salinas o en presencia de
agentes quelantes de cationes divalentes (Thoma et al. 1979; Worcel et
al., 1981). Sin embargo, a fuerza i6nica fisilégica la fibra de 10 nm se
compacta formando una fibra de 30 nm con una estructura helicoidal que
posee entre 6 y 12 nucleosomas por vuelta. En esta superhélice los nu-
cleosomas estan orientados radialmente con sus caras planas ligeramente
inclinadas respecto al eje mayor de la fibra (revisiones en Pederson et
al., 1986; Felsenfeld y McGhee, 1986). Los detalles de esta estructura,
asi como las interacciones que la mantienen, no se conocen con claridad,
pero se sabe que la histona HI es imprescindible para su formacion y
mantenimiento (Finch y Klug, 1976; Thoma et et al., 1979; Alian et al.,
1981) aunque se desconoce su localizacion en la superestructura. También
se ha sugerido que las interacciones idnicas entre el DNA y las regiones
N-terminales de las histonas de nucleosomas adyacentes podrian estabilizar
la fibra de 30 nm (McGhee et al., 1980; Alian et al., 1982; Harbone y
Alian, 1983).

Se puede encontrar un tercer nivel de organizaciéon de la
cromatina en nucleos en interfase y en cromosomas metafasicos. La fibra
de 30 nm se pliega formando lazos o dominios estructurales mantenidos por
proteinas cromosomales no histonas de la matriz nuclear o del andamiaje
cromosdémico (Cockerill y Garrard, 1986; Mirkovitch, et al. ,1984; Gasser y

Laemmli, 1986; revisiones en Gasser, 1988 y en Werner et al., 1988).

En el nucleo de la célula eucariota, la gran mayoria del DNA
se encuentra organizado en nucleosomas, incluyendo el pequefio porcentaje
de genes que son transcritos. Sin embargo, hay muchas evidencias de que
la cromatina activa presenta una estructura diferente de la que presentan
las regiones de la cromatina no transcribibles (revisado por Weisbrod,
1982; Reeves, 1984; Eissenberg et al., 1985; Pederson et al., 1986 y
Cartwright y Elgin, 1988). Asi, Weintraub y Groudine (1976) mostraron

que el gen de la globina, en nucleos de eritrocito de pollo (donde es ac-



tivo), es sustancialmente mas sensible a la digestion por DNasa I que los
genes inactivos en el mismo tipo celular. En tejidos donde el gen de la
globina no se expresa, no se observd esta sensibilidad a la DNasa I. La
sensibilidad de los genes activos frente a la DNasa I se ha encontrado en
todos los casos en los que se ha estudiado y parece ser un fendmeno ge-
neral relacionado con la estructura de la cromatina de genes activos, po-
tencialmente activos o que han sido activos en algiin momento en ese tipo
celular (Cartwright y Elgin, 1988). Una sencilla interpretacién para esta
mayor sensibilidad de los genes activos seria que la cromatina de estas
regiones activas se encuentra en una conformaciéon alterada, en general
mas accesible a la maquinaria transcripcional (y por ello también a Ia

DNasa I).

Los genes activos presentan también un segundo tipo de
sensibilidad a la DNasa I. En estos genes, la cromatina en la vecindad de
la region que es transcrita posee sitios que son hipersensibles a la diges-
tion por esta nucleasa (Wu et al., 1979; Wu, 1980; recientemente revisado
en Gross y Garrard, 1988). Los sitios hipersensibles se encuentran en
posicion 5’ de los genes que se transcriben, ocupando un tramo entre 50
y 200 pb, y en algunos casos se han localizado también en posicion 3’.
Estos sitios hipersensibles son un orden de magnitud mas sensibles que la
misma cromatina activa (o potencialmente activa) y dos ordenes de magni-
tud mas sensibles que los genes inactivos. En todos los casos donde se ha
estudiado, los sitios hipersensibles estdn asociados con secuencias del
DNA que son esenciales para procesos tales como la transcripcion, replica-

cion, recombinacion o segregacion cromosomica (Gross y Garrard, 1988).

La nucleasa de micrococo, que digiere preferentemente el
DNA espaciador, también se ha utilizado para estudiar la estructura de la
cromatina activa. Bloom y Anderson (1978) mostraron que los genes acti-
vos presentan mayor susceptibilidad a la digestion con nucleasa de micro-
coco. Sin embargo, esta nucleasa se ha utilizado mdas para la solubilizacion
de la cromatina y posterior separaciéon de las fracciones de cromatina ac-
tiva de las inactivas (Goodwin et al, 1979; Levy-Wilson y Dixon, 1979;
Levy-Wilson et al. t 1979; Kimura et al., 1983; Weintraub, 1984).



La obtencion de fracciones ricas en nucleosomas de regiones
activas ha permitido estudiar los factores responsables de su estructura
alterada. Asi, hay muchas evidencias que sefialan que la cromatina activa
posee un nivel mucho mas bajo en histona Hl que el que posee la croma-
tina total (Cartwright y Elgin, 1988). Este hecho parece indicar que la
cromatina activa podria estar organizada so6lo como filamento de 10 nm, ya
que la HIl es necesaria para la formacion de la fibra de 30 nm. También se
ha encontrado una correlacion inversa entre la actividad transcripcional de
un gen y el nivel de metilacion de su DNA. Se ha sugerido que la hipd-
metilacion del DNA es una condicion necesaria (aunque no suficiente) para

la transcripcion del gen (Weisbrod, 1982; Reeves, 1984)

En fracciones enriquecidas en secuencias transcribidles se
ha detectado también proteinas no histonas, variantes de histonas e histo-
nas modificadas. Entre las proteinas no histonas, las que se han detectado
mas a menudo en nucleosomas activos son las HMG (Weisbrod, 1984; Rce-
ves, 1984). En este sentido Weisbrod y Weintraub (1979) encontraron que
el gen de la globina en eritrocitos de pollo pierde su sensibilidad a la
DNasa I cuando se eliminan las HMG de la cromatina con NaCl 0.35 My la
recupera cuando se reconstituye la cromatina con las HMG 14 y 17. Sin
embargo, la sensibilidad a la DNasa I no es producida sélo por las HMG 14
y 17, pues la reconstitucién de cromatina de cerebro de pollo con estas
HMG no confiere sensibilidad al gen de la globina (Weisbrod et al., 1980).
En otros casos, se ha encontrado variantes de histonas especificas en co-
rrelacion con cromatina activa. Asi, por ejemplo, Tetrahymena posee un
subtipo de la H2A (hvl) que sélo estd presente en el macrontcleo, que es
transcripcionalmente activo, y no en el microntcleo, transcripcionalmente
inerte (Allis et al., 1980 y 1986). Sin embargo, la presencia de variantes
de histonas y su papel en la estructura de la cromatina activa no ha sido
suficientemente investigado para concluir una relacion directa entre va-

riantes y cromatina de genes activos.

Hay un gran numero de trabajos de investigaciéon en los que
se ha relacionado la actividad de la cromatina con las modificaciones post-
sintéticas de las histonas (revisado en Reeves, 1984; Wu et al., 1986).

Las modificaciones que mas a menudo se han implicado en el control de la



transcripcion son la ubiquitinacidén, la poli-(ADP)-ribosilacién, la fosforila-
cion y la acetilacion, pero tampoco aqui se han obtenido evidencias claras
entre estas modificaciones de las histonas y el estado funcional de la cro-

matina (Reeves, 1984).

De entre todas las modificaciones postsintéticas de las histo-
nas, la acetilacion es la que mas ampliamente se ha estudiado, no sdélo
porque afecta a un mayor numero de nucleosomas, sino también porque
parece estar implicada en una gran diversidad de procesos metabolicos de

la cromatina.

1.2 ACETILACION DE HISTONAS
1.2.1 ACETILACION "IN VIVO" E "IN VITRO" DE LAS HISTONAS

En las histonas pueden diferenciarse dos tipos de acetila-
cion. El primero es la acetilacion de los grupos a-amino de los residuos N-
terminales de las histonas HIl, H2A y H4 (Phillips, 1963). Esta acetilacion
es un proceso irreversible que ocurre en el citoplasma al mismo tiempo
que la proteina estd siendo sintetizada (Driessen et al., 1985) y parece
ser un mecanismo general implicado en la regulacion del procesado y esta-

bilidad de la proteina (Wold,1984; Driessen et al., 1985).

El segundo tipo de acetilacién es un proceso reversible que
afecta a los grupos e-amino de lisinas de la region N-terminal de las cua-
tro histonas del "core" nucleosomal y no tiene lugar sobre la histona HI
(Allfrey, 1977). "In vivo", el nivel de acetilacion de las histonas (en
adelante nos referiremos solo a la acetilacion reversible sobre e-amino de
lisinas ) estd mantenido por las actividades histona acetiltransferasa
(HAT), que utiliza el acetil-CoA como dador de grupos acetilo, y la his-
tona desacetilasa (HD), que revierte la modificaciéon por rotura del enlace
amida para liberar acetato (Allfrey, 1977; Allfrey et al., 1984). Los sitios
de acetilacion siempre se encuentran entre los 25 aminodcidos de la region
N-terminal, habiéndose localizado exactamente su posicion (Allfrey, 1977;
Doenecke y Galliwtz, 1982; Allfrey et al., 1984). A pesar de que existen
pequeias diferencias en la estructura primaria de las histonas entre orga-

nismos como Tetrahymena o levadura y eucariotas superiores, las posicio-



nes de acetilacién se encuentran conservadas (Isenberg, 1979; Wu et al.,
1986).

Se ha demostrado que la acetilacién de diferentes histonas
e incluso las posiciones de acetilacién en una misma molécula de histona
son funcionalmente distintas, modificindose unas u otras, de una manera
especifica, dependiendo de la actividad que posea la cromatina, o una re-
_gién de la cromatina, en ese momento (Waterborg y Matthews, 1983; Allis
et al., 1985; Chicoine et al., 1986; Pesis y Matthews, 1986; Loidl y Grib-
ner, 1987b).

Pueden conseguirse histonas hiperacetiladas por incubacién
de células o micleos en presencia de concentraciones milimolares de n-bu-
tirato (Riggs et al., 1977). Esta hiperacetilacién es debida a la inhibicién
de la histona desacetilasa por el butirato (Seale y Chalkley, 1978; Candido
et al., 1978; Cousens et al., 1979) sin afectar a la actividad histona ace-
tiltransferasa. La posibilidad de obtener cromatina o fracciones de la cro-
matina en estado hiperacetilado ha permitido el estudio de las implicaciones
que tiene esta modificacién sobre la estructura del nucleosoma, sobre es-
tructuras de orden superior e incluso sobre el estado funcional de la cro-
matina (Nelson et al., 1978; Simpson, 1978b; Perry y Chalkley, 1981; Yau
et al., 1982; Bertrand et _al., 1984; Ausi6 y Van Holde, 1986; Hirose,
1988; Norton et al., 1989).

"In vitro", las histonas pueden acetilarse por tratamiento de
la cromatina con anhidrido acético, que introduce grupos acetilo en resi-
duos inespecificos de lisina y tirosina de todas las histonas incluida la H1
(Tack y Simpson, 1979). Este método puede servir para determinar los
residuos accesibles sobre la superficie de la cromatina (Tack y Simpson,
1979). También pueden acetilarse las histonas quimicamente con acetil-
CoA. En este caso, se introducen grupos acetilo preferentemente sobre li-
sinas de las histonas Hl, H2A y H2B y en menor medida sobre H3 y H4.
Esta acetilacién depende del pH, fuerza idnica y del tipo de i6n en el

tampén de incubacién (Paik et al., 1970).
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1.2.2 EFECTO DE LA ACETILACION SOBRE LA ESTRUCTURA DE LA
CROMATINA

A nivel molecular, la asociacion entre la acetilacion y su pa-
pel biolégico normalmente se ha atribuido a un debilitamiento de las inte-
racciones DNA-histonas, como consecuencia de la alteracién en el numero
de cargas producida por esta modificacion en la regién N-terminal de las
histonas (Allfrey, 1977; Doenecke y Gallwitz, 1982). Las consecuencias de
este debilitamiento sobre la estructura del nucleosoma y estructuras de
orden superior son todavia motivo de controversia. Numerosos autores han
observado que la diferencia en los pardmetros fisicos entre particulas
"core” y nucleosomas acetilados, por tratamiento de las células con n-buti-
rato, y los controles con histonas hipoacetiladas es muy pequeiia (Simp-
son, 1978b; Yau et al., 1982; Ausi6 y Van Holde, 1986; Hirose, 1988).
Sin embargo, otros autores, mediante estudios por electroforesis en gel
(Bode et al., 1980; Bode, 1984 ) y microscopia electronica (Bertrand et
al., 1984), han sugerido una estructura mas abierta o extendida para las
particulas "core" cuando sus histonas estan hiperacetiladas, aunque los
datos obtenidos del coeficiente de sedimentacion (Ausi6 y Van Holde,
1986) y de dispersion de neutrones (Iméan et al., 1986) no aportan nin-
guna evidencia de que la particula "core” hiperacetilada tenga una es-

tructura mas relajada.

La eliminacion de las regiones N-terminales de las histonas,
mediante el tratamiento con tripsina, no impide la formacién de una es-
tructura nucleosomal (Whitlock y Stein, 1978) y por tanto, la eliminacion
de las cargas positivas de esa region N-terminal por acetilacion tampoco
debe provocar una desintegracion del nucleosoma, ni impedir su formaciéon
(Mathis et al., 1978; Doenecke y Gallwitz, 1982). Algunos autores han
sugerido que las regiones N-terminales estan implicadas en las interaccio-
nes internucleosomales (McGhee et al., 1980) y en la estabilizacion de es-
tructuras de orden superior (Alian et al., 1982), pues la eliminacién por
tripsina de estas regiones provoca la desorganizaciéon de la fibra de 30 nm
(Alian et al., 1982). Asi, la acetilacion de la region N-terminal podria te-
ner su efecto fuera de la misma particula "core”, modulando estructuras

de orden superior de la cromatina, como la fibra de 30 nm. No obstante,
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.la acetilacién inducida por tratamiento de células HeLa con butirato tiene
‘un efecto muy pequefio sobre las transiciones desde el filamento de 10 nm
;a la fibra de 30 nm (McGhee et al., 1983).

En un reciente estudio, Norton et al. (1989)‘, utilizando una
‘molécula de DNA covalentemente cerrada, han determinado el efecto que
‘tiene la acetilacién de histonas sobre el indice de enlace por particula nu-
‘cleosomal. Estos autores han concluido que cuanto mayor es el nivel de
;acetilacién de las histonas, el incremento en el indice de enlace por nu-
.cleosoma disminuye desde -1.04+0.08 para el control hasta -0.82+0.05 para
‘los nucleosomas hiperacetilados. Estos mismos autores han propuesto que
‘la acetilacién de las histonas liberaria vueltas de superenrollamiento nega-
‘tivo, que previamente se encuentra sobre el nucleosoma, y la acetilacién

‘funcionaria asf como una girasa eucariética

Aunque no se conocen las consecuencias de los posibles
«cambios estructurales producidos por la acetilacion de histonas sobre el
:funcionamiento de la cromatina "in vivo", si que se sabe que la delecién
«de la regién N-terminal de las histonas H2A, H2B y H4 causan una relaja-
cién de la cromatina "in vivo" (Wallis et al., 1983; Schuster et al., 1986;
‘Kayne et al., 1988). Se ha sugerido que la acetilacién de las regiones N-
‘terminales tendria el mismo efecto en la relajacién de la cromatina que la
delecién de de dichas regiones, ya que en ambos casos hay una impor-

‘tante disminucién en la carga neta de la histona (Kaynme et al., 1988).

La utilizacién de nucleasas también ha ayudado al estudio de
los cambios producidos por la acetilacién de histonas. En este sentido, la
cromatina hiperacetilada, por tratamiento de las células con butirato, es
mds sensible al atague por DNasa I que la cromatina de las células control
(Vidali et al., 1978; Simpson, 1978b; Nelson et al., 1978; Perry y Chalk-
ley, 1981). Este resultado sugiere un estado mis relajado para la croma-
tina que contiene histonas acetiladas y en parte explica la mayor suscep-
tibilidad de los genes activos frente al ataque por la DNasa I, ya que de
hecho, parece que las regiones transcripcionalmente activas de la croma-
tina poseen histonas acetiladas (Levy-Wilson et al., 1979; Johnson et al.,
1987; Hebbes et al., 1988)
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La cromatina con histonas hiperacetiladas también se solubi-
liza preferentemente después de la digestion con nucleasa de micrococo
(Levy-Wilson et al., 1979; Sealy y Chalkley, 1978; Perry y Chalkley,
1981; Ferenz y Nelson, 1985). Perry y Chalkley (1981) han propuesto que
la acetilacion altera las interacciones internucleosomales y ello produciria
una conformaciéon de la cromatina mds abierta y por tanto mdas accesible al

ataque por nucleasas.

El conjunto de todos estos estudios sugiere que la presencia
de histonas acetiladas parece ser una condicién necesaria, pero no sufi-

ciente, para establecer una conformacidén activa en la cromatina.

1.2.3 FUNCION BIOLOGICA DE LA ACETILACION DE HISTONAS

Desde el descubrimiento de la acetilaciéon reversible de las
histonas por Allfrey et al. (1964) ha habido innumerables grupos de in-
vestigacion dedicados al estudio del papel bioldégico de esta modificacion
(revisado en Allfrey, 1977; Doenecke y Gallwitz, 1982; Reeves, 1984; Wu
et al., 1986, Vidali et al., 1988).

Se han utilizado dos aproximaciones experimentales para elu-
cidar este papel, obteniéndose resultados controvertidos. La primera de
ellas ha sido correlacionar temporal o espacialmente la acetilacion de histo-
nas con funciones especificas de la cromatina, tales como la replicaccion,
transcripcion, etc, a lo largo del ciclo celular o de procesos de diferen-
ciacion celular. La segunda aproximaciéon ha sido la acetilacion de la cro-
matina quimicamente o por incubacion de nucleos o células con n-butirato
y comparar las propiedades estructurales y funcionales de la cromatina

modificada con las de la nativa.

En general se ha observado que células con una actividad
transcripcional elevada poseen histonas con un alto grado de acetilacion.
Asi, por ejemplo, Saccharomyces posee un elevado nivel de transcripcion,
ya que el 40 % de su DNA gendmico es activo, y al mismo tiempo, pre-
senta un elevado grado de acetilacion en sus histonas (Davie et al.,
1981). Del mismo modo, la inducciéon hormonal de las células a un estado

de mayor actividad génica va precedido por un incremento en la acetila-
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cion de las histonas (Libby, 1973; Csordas et al., 1986). Dentro de esta

linea, en el protozoo Tetrahymena, se ha determinado un bajo nivel de

acetilacion en el micronicleo, que es transcripcionalmente inerte, y un
alto grado de acetilacién de las histonas en el macronicleo, responsable de

la sintesis de RNA en las células vegetativas (Vavra et al., 1982).

En otro tipo de estudios se ha determinado la presencia de
histonas acetiladas en regiones de la cromatina transcripcionalmente ac-
tiva. Davie y Candido (1978), mediante digestién suave de nicleos de
testiculo de trucha y posterior fraccionamiento de la cromatina por solubi-
lidad en presencia de iones Mg?®*, encontraron histonas altamente acetila-
das asociadas a fragmentos de cromatina enriquecidos en secuencias trans-
cribibles. Han sido muchos los autores que por diversos procedimientos
han observado formas acetiladas de las histonas en regiones activas de la
cromatina (Levy-Wilson et_al., 1979; Nelson et al., 1978; Levy-Wilson y
Dixon, 1979) y recientemente Hebbes et al. (1988) utilizando anticuerpos
especificos frente a histonas acetiladas han demostrado, de una manera di-
recta, la asociacién de las histonas asi modificadas y la cromatina tran-
cripcionalmente activa. De la misma forma, la hipoacetilacién de las histo-
nas se ha relacionado en muchos casos cdn la cromatina transcripcional-
mente inactiva. Asi, la cromatina del DNA satélite, obtenida mediante la
digestién con endonucleasas de restriccién, no posee practicamente histo-

nas acetiladas (Pasher et al., 1983).

Sin embargo, nd todos los autores estian de acuerdo en co-
rrelacionar la acetilacién de histonas con la actividad transcripcional, ya
que en algunos casos se ha observado la misma tasa de acetilacién en cé-
lulas genéticamente activas e inactivas (Oliva y Mezquita, 1982; Giacontti
et al., 1984; Yukioka et al., 1983). Esta aparente contradiccién podria
ser consecuencia de que la acetilacién de las histonas no es el tnico fac-
tor que provoca la activacién génica y del hecho, como se verd mas ade-
lante, de que la acetilacién estd implicada en diversas funciones de la

cromatina ademis de la transcripcién.

Algunos autores han descrito un aumento en la capacidad de
sintesis de RNA dependiente de DNA "in vitro" en cromatina hiperaceti-

lada, por tratamiento con n-butirato, utilizando RNA polimerasa procariota
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o endogena (Doenecke y Gallwitz, 1982), asi como en cromatina acetilada
quimicamente con anhidrido acético (Marushige, 1976; Oberhauseret al.,
1978). Sin embargo, Loidl et al.(1984), estudiando el efecto del n-
butirato sobre la actividad RNA polimerasa endogena de Physarum no han
observado ninguna diferencia en la capacidad de transcripciéon "in vitro"
entre cromatina nativa y cromatina hiperacetilada por butirato. Resultados

similares obtuvieron Mathis et al. (1978) con minicromosomas reconstituidos
del SV40.

Otra de las funciones bioldgicas de la acetilacion de las
histonas estd relacionada con la deposiciéon de las mismas y su ensamblaje
en nucleosomas durante la replicacion del DNA. Soélo las histonas H3 y H4
parece que se acetilan en el citoplasma antes de su ensamblaje en la cro-
matina (Ruiz-Carrillo et al., 1975; Jackson et al., 1976). Esto se ha estu-
diado muy bien en el micronicleo de Tetrahymena que posee una elevada
tasa de replicacién y una casi nula actividad transcripcional. En este or-
ganismo se ha demostrado que la histona H4 se deposita en forma diaceti-
lada (Allis et al., 1985), estando modificada en las posiciones4 y 11
(Chicoine et al., 1986). La histona H3 lo hace en forma monoacetilada, en
la posicion 9 6 14 (Chicoine et al., 1986), mientras que las histonas H2A
y H2B se ensamblan en forma no acetilada (Allis et ale, 1985). Estos re-
sultados estdn de acuerdo con los obtenidos por Chambers y Shaw (1984),
que observaron una correlacion entre la forma diacetilada de la H4 y la
duplicacién cromosomica durante el desarrollo embrionario del erizo de
mar. Sin embargo, Waterborg y Matthews (1983 y 1984) han observado en
Physarum, durante la fase S, un patron de acetilacion distinto. Estos au-
tores sugieren que las cuatro histonas de "core” se acetilan antes de en-
samblarse en nucleosonas. La acetilacion previa de las histonas debe ser
un prerrequisito para su ensamblaje en la cromatina, y en este sentido,
se ha observado "in vitro" que las histonas hiperacetiladas se ensamblan
en nucleosomas con mayor eficiencia que las histonas sin acetilar (Cotten
y Chalkley, 1985). Tras el ensamblaje, la desacetilacién de esas posiciones
especificas seria necesaria para la maduraciéon de la cromatina recién repli-

cada (Annunziato y Seale, 1983).
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También se ha estudiado la acetilacién de histonas en proce-
sos de diferenciacién celular. Durante la espermatogénesis en trucha
(Christensen y Dixon, 1982; Christensen et al., 1984) y en rata (Grimes
y Henderson, 1983) se ha observado un incremento importante en el grado
de acetilacién de las histonas, que se mantiene hasta que éstas son sus-
tituidas por protaminas o proteinas béasicas tipo protaminas. Sung y Dixon
(1970) propusieron que esta acetilacién podria intervenir directamente en

el proceso de reemplazamiento de las histonas por protaminas.

Los resultados obtenidos al estudiar la acetilacién de histo-
nas a lo largo del ciclo celular tienen particular importancia ya que co-
rrelacionan directamente esta modificacién con procesos concretos que tie-

nen lugar en la cromatina. El mixomiceto Physarum polycephalum es espe-

cialmente adecuado para este tipo de investigaciones ya que posee una
perfecta sincronia natural a lo largo de su ciclo celular. Asi, Waterborg y
Matthews (1983 y 1984), trabajando con este organismo, han confirmado la
correlacion entre la acetilacién de histonas y la transcripcién y replica-
cibn. También han observado que el patron de acetilacién asociado con
cada uno de estos procesos es diferente. Asi, encuentran que durante la
replicacién (fase S) las cuatro histonas de -"core" son acetiladas, mientras
que en fase G2 el patrén de acetilacién asociado con la transcripcién
afecta sélo a las histonas H3 y H4. Sin embargo, los resultados obtenidos
por Loidl y Grobner (1987 a y b), también en Physarum, son bastante
diferentes. Estos autores han estudiado tanto el patrén de sintesis como el
de acetilacién de las histonas y han encontrado un méiximo de acetilacién
(sobre todas las histonas del "core") en fase S temprana, precediendo a
un méximo en la sintesis de histonas en fase S, lo que significa que la
acetilacién afecta a.las histonas preexistentes. Sin embargo, en fase G2
observan incorporacién de acetato sélo en H2A y H2B (en G2 sélo obser-
van sintesis de estas dos histonas). En el mismo trabajo, mediante ensa-
yos de competicién por protaminas, han mostrado que las histonas de la
cromatina en fase S (donde las histonas estdn altamente acetiladas) se li-
beran de la cromatina a una concentracién de protamina mis baja que de

la cromatina poco acetilada de la fase G2.
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Loidl y Grobner, con estos resultados, han propuesto un
modelo segun el cual se atribuye una funcion general a la acetilacion de
histonas. Esta modificacion estaria implicada en el desplazamiento de las
histonas de los nucleosomas y su posterior reemplazamiento por moléculas
nuevamente sintetizadas (Loidl y Grobner, 1987 b; Loidl, 1988). Este me-
canismo operaria durante la replicacion del DNA (afectando a las cuatro
histonas de ”core”), durante la transcripcién (afectando so6lo a H2A y
H2B) y también durante otros procesos de reorganizaciéon de la cromatina,
como la espermatogénesis u otros procesos de diferenciacién en los que las
histonas fuesen sustituidas por sus variantes u otras proteinas. Este mo-
delo supone que la acetilacion es una seflal altamente especifica que afecta
a determinados tipos de histonas, en sitios especificos, dependiendo del

proceso en el que intervengan: replicaciéon, transcripcioén, etc. (Loidl,
1988).

1.3 ENZIMAS IMPLICADOS EN LA ACETILACION POSTRADUCCIONAL DE
LAS HISTONAS

1.3.1 HISTONA ACETILTRANSFERASA

La primera actividad enzimdatica con capacidad para transfe-
rir grupos acetilo desde el acetil-CoA a histonas fue aislada de higado de
paloma (Nohara et al., 1966). Posteriormente, esta actividad se ha des-
crito en otros muchos organismos: mamiferos (Allfrey, 1977, Doenecke y
Gallwitz, 1982); insectos como Drosophila melanogaster (Wiegand y Bru-
tlag, 1981); en testiculo de trucha (Candido, 1985); en el crusticeo Ar-
temia salina (Cano y Pestafia, 1976); en el protozoo Tetrahymena (Chi-
coine et al., 1987; Richman et al., 1988); en cucariotas inferiores como la
levadura (Travis et al., 1984; Lopez-Rodas et al., 1985) y en plantas
(Salvador et al., 1985).

En la mayoria de estos sistemas biologicos se han diferen-
ciado dostipos distintos de histona acetiltransferasa (HAT) basadndose en
criterios de especificidad frente a las histonas y de localizaciéon subcelu-
lar, designados como HAT A y HAT B (Doenecke y Gallwitz, 1982). La
HAT A es un enzima nuclear unido a cromatina, que acetila ”in vitro” las

cinco histonas libres, incluida la Hl que no se acetila ”in vivo”, y puede
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aceptar como sustrato nucleosomas (Belikoff et al., 1980; Garcea y Al-
berts, 1980; Kelner y McCarty, 1984). La HAT B es un enzima encontrado
fundamentalmente en el citoplasma que acetila especificamente la histona H4
y no es activo frente a histonas formando nucleosomas (Garcea y Alberts,
1980; Wiegand y Brutlag, 1981; Richman et al.t 1988).Las formas A y B
de la HAT pueden distinguirse también por su comportamiento cromatogra-
fico, masas moleculares y sensibilidad frente a inhibidores (Sures y Gall-
witz, 1980; Doenecke y Gallwitz, 1982). Dadas las caracteristicas de estos
dos tipos de HAT se ha sugerido que la HAT A estaria implicada en la
acetilacion de las histonas relacionada con la transcripcion (Garcea y Al-
berts, 1980; Wiktorowicz y Bonner, 1982), mientras que la HAT B lo esta-
ria en la acetilacion previa al ensamblaje de las histonas en nucleosomas

(Wiegand y Brutlag, 1981; Garcea y Alberts, 1980; Richman et al., 1988).

Hay evidencias de la existencia de otras formas de HAT,
como por ejemplo la actividad denominada por Bohm et al. (1980) HAT DB
(del inglés ”DNA Binding”) encontrada por estos autores en nucleos de
linfocitos de bovinos. La HAT DB, a diferencia que la HAT A, tiene capa-
cidad para unirse al DNA y acetila solo a las cuatro histonas de "core”
(no a la HI), tanto libres como formando nucleosomas. En general, parece
que los sistemas bioldgicos poseen una complejidad mayor que la presencia
de solo dos tipos de isoenzimas HAT (A y B, nuclear y citoplasmatico).
Asi, en higado de rata se han descrito dos actividades nucleares que di-
fieren en comportamiento cromatografico y especificidad (Libby, 1980). En
Artemia salina, por otro lado, se han descrito dos formas HAT citoplasma-
ticas, una de ellas con actividad exclusiva hacia la H4 y la otra con capa-
cidad para modificar H4, H3 y también HIl (Estepa y Pestafia, 1983). Yu-
kioka et al. (1984) han encontrado en higado de rata dos HAT nucleares

y otras dos citoplasmaticas.

Es de sefialar que el proceso de extraccion y purificacion
utilizado puede afectar al numero y propiedades de las actividades HAT
obtenidas. En este sentido, diversos autores, utilizando procesos de ex-
traccion y purificacion distintos, han encontrado en un mismo material
biologico actividades enzimaticas HAT con propiedades y especificidades

diferentes. Estas discrepancias pueden ser debidas a que algunas activi-



18

dades isoenzimiticas HAT pueden ser inactivadas durante alguna de las
etapas de extraccién y purificaciéon (Garcea y Alberts, 1980; Wiktorowicz
y Bonner, 1982; Wiegand y Brutlag, 1981).

En definitiva, parece que existe un complejo juego de his-
tona acetiltransferasas en la célula eucariética y esto podria ser conse-
cuencia de que la acetilacién de las hjstonas< ﬁor determinados isoenzimas
podria estar implicada en funciones especificas en la cromatina. En con-
traposicién a esta idea, Chicoine et al. (1987) han determinado en el ma-

cronicleo de Tetrahymena una unica HAT que cataliza la acetilacién de

histonas libres previa al ensamblaje y la acetilacién de histonas en nucleo-
somas relacionada con la transcripcién. Este enzima, ademds, acetila en
distintas posiciones a la histona H4 segiin la funcién que vaya a desempe-
flar (posiciones 4 y 11 en la acetilacién previa al ensamblaje de la croma-

tina y 7 y 4 en la acetilacién relacionada con la transcripcién).

1.3.2 HISTONA DESACETILASA

El proceso dindmico de la acetilacién de histonas también
depende de la histona desacetilasa (HD) la cual cataliza la liberacién de
los grupos acetilo desde los e€-amino de lisinas de las histonas. La HD se
detecté por primera vez en timo de ternera (Inoue y Fujimoto, 1969) y
desde entonces se ha estudiado en muchos otros tejidos animales (Libby,
1970; Vidali et al., 1972; Hay y Candido, 1983a; Mold y McCarty, 1987),
en hongos (Waterborg y Matthews, 1982a; Alonso y Nelson, 1986) y en
plantas (Rodrigo, 1987). Desde el principio ya se observé que la HD tiene
preferencia por la desacetilacion de las histonas acetiladas biolégicamente
frente a las acetiladas quimicamente con anhidrido acético (Inoue y Fuji-
moto, 1969; 1970), Iaunque en algunos casos el péptido 1-24 de la histona
H4 acetilado quimicamente ha resultado ser un buen sustrato (Waterborg y

Matthews, 1982b; Mold y McCarty, 1987).

. En timo de ternera parecen existir al menos dos desacetila-
sas distintas, separables por cromatografia de intercambio i6nico, aunque
no parecen tener propiedades diferenciales muy acusadas (Kikuchi y Fuji-
moto, 1973; Cousens et _al., 1979). En este mismo material biolégico, Vidali

et al. (1972) extrajeron y purificaron una HD con gran afinidad por la
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cromatina que desacetila especificamente las histonas H3 y H4. Por otro

lado, en Pisum sativum, en nuestro laboratorio, se han obtenido dos HD,

también separables por procedimientos cromatogréficos, que desacetilan
preferentemente a las histonas H2A y H2B y en menor medida a las H3 y
H4 (Rodrigo, 1987). En levadura,_ Alonso y Nelson (1986) han detectado
una actividad ﬁD que desacetila a las cuatro histonas de "core" con igual

eficacia.

La HD se ha encontrado en el nicleo tanto en forma libre
como asociada a cromatina. En células HeLa el enzima parece hallarse aso-
ciado a polinucleosomas, formando complejos de elevada masa molecular
junto con proteinas no histonas, probablemente constituyendo parte de la
matriz nuclear. Este complejo es estable incluso a concentraciones de NaCl
2 M y es activo frente a oligonucleosomas, siendo las histonas libres un
mal sustrato (Hay y Candido, 1983a). Este complejo no se disocia del
sustrato durante la reaccién, lo que sugiere que el enzima puede actuar
de un modo procesivo (Hay y Candido, 1983b). También se ha descrito
una HD asociada a cromatina en células de ovario de himster, unida a un
tipo concreto de mononucleosomas después de la digestién con nucleasa de
micrococo (Mold y McCarty, 1987). Se ha éugerido que esta clase de mo-
nonucleosomas debe contener el DNA que sirve como sitio de unién a la
matriz (Mold y McCarty, V1987). No se sabe si "in vivo" la desacetilasa se
encuentra sélo formando complejos en la cromatina y si estos complejos
constituyen el modo general en el que se presentan las histona desacetila-
sas en los eucariotas, siendo entonces las formas solubles, con capacidad
para utilizar histonas libres como sustrato, un artefacto producido por el
aislamiento del enzima. Sin embargo, los resultados de Alonso y Nelson
(1986) en levadura muestran claramente una forma nativa soluble de la
HD. Asi, es posible que la HD se encuentre formando complejos en algu-
nos organismo y en forma libre en otros o incluso que existan las dos

formas (libre y en complejos) en un mismo organismo.

Reeves y Candido (1980) han sugerido que las proteinas
HMG 14 y 17 inhiben a la HD, reforzando con ello la idea de la asociacién
de estas HMG con cromatina activa y del alto nivel de acetilacién de esta

cromatina activa. Sin embargo, Mezquita et al. (1982), en un sistema bio-

TEC
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16gico diferente, no han encontrado inhibicién de la HD por HMG 17 y han
observado una activacién por ubiquitina en ensayos "in vitro", aunque se

desconoce sus implicaciones "in vivo".

Particular interés tiene la inhibicién ("in vivo" e "in vitro")
de la HD por &acidos grasos de cadena corta como el butirato (Sealy y
Chalkley, 1978; Candido et al., 1978; Cousens et al., 1979). Esta inhibi-
cién, que es de tipo no competitivo (Cousens et al., 1979), no parece ser
un fenémeno genéral que afecte a las desacetilasas de todos los eucario-
tas. Asi, la HD de levadura (Alonso y Nelson, 1986), la HD de Physarum
(Waterborg y Matthews, 1982b) y las desacetilasas de Pisum sativum, "in

vitro", (Rodrigo, 1987) se ven muy poco afectadas por este inhibidor.

1.4 ACETILACION DE HISTONAS EN VEGETALES

Las histonas H1, H2A y H2B de plantas difieren de las de
animales teniendo incluso una masa molecular mayor. Esto no impide que la
estructura bdsica y de orden superior de la cromatina de plantas sea si-
milar a la de los animales (revisado en Spiker, 1985). Del mismo modo, la
cromatina activa de plantas y animales posee una conformacién semejante,
deducido por la idéntica susceptibilidad de los genes activos a la DNasa I,
asi como por la presencia también en plantas de sitios hipersensibles en
estos genes (revisado en Spiker, 1988a; Kahl et al., 1988). Por tanto,
cabe esperar que la cromatina vegetal sufra alteraciones en su estructura,
implicadas en la expresién génica, iguales a las que tienen lugar en ani-
males (u otros eucariotas). En este sentido, en plantas también se han
descrito proteinas que, al menos por criterios operacionales, pueden cla-
sificarse como HMG (Spiker, 1988a), y variantes de histonas, pudiéndose
establecer en algunbs casos correlaciones entre éstas y el estado funcional
de la cromatina (Spiker, 1988a). En cuanto a las modificaciones de histo-
nas se han estudiado muy poco en las plantas, siendo la acetilacién de la

que mas informacién existe.

La acetilacién de las histonas en vegetales la describié por
primera vez Delange et al. (1969) al secuenciar la histona H4 de guisante,

pero el nivel de acetilacién hallado es mucho mis bajo que el descrito para
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animales, afectando sélo al 6 $ de las moléculas mientras que, por ejemplo,

en H4 de timo de ternera afecta al 50%.

Recientemente, Waterborg et al. (1987), mediante técnicas
electroforéticas, han descrito un elevado nivel de acetilacién sobre las
histonas H3 y H4 en plantas de alfalfa. Se desconoce la razén de esta hi-

peracetilacién natural en este vegetal.

Arfmann y Haase (1981), en éuitiiros de Nicotiana‘ tabacum,

han descrito que el butirato provoca la acumulacién de H4 en forma aceti-
lada, aunque el nivel de acetilacién alcanzado es muchisimo mis bajo que
el inducido en animales por el mismo tratamiento. Por otro lado, las acti-

vidades HD descritas en Pisum sativum se inhiben muy poco por butirato

en ensayos "in vitro" (Rodrigo, 1987). No se sabe si "in vivo" el efecto
del butirato puede ser mayor, explicando con ello la acetilacién observada
en tabaco. De cualquier modo, el efecto de este inhibidor sobre la acetila-

ciéon de histonas en vegetales, es diferente al que tiene lugar en animales.

Finalmente, en plintulas de guisante se ha descrito una ac-
tividad histona acetiltransferasa con especificidad exclusiva por H4, lo
cual ha sugerido que este enzima estéa impﬁcado en la acetilaci6én previa de
la histona H4 relacionada con el ensamblaje de la cromatina (Salvador et
al., 1985).
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1.5 OBJETIVO DEL TRABAJO

Aunque en los iultimos afios ha habido un gran avance en el
estudio de la acetilacién de las histonas y de los procesos en los que esta
modificacién estd implicada, su funcién biolégica y el mecanismo por el que
la desempefia no estdn ailn aclarados. La mayor parte de los estudios so-
bre esta modificacién de las histonas se ha llevado a cabo en animales y

eucariotas inferiores y se conoce muy poco en especies vegetales.

Muchos autores apuntan que un paso necesario hacia el en-
tendimiento del papel biolégico de la acetilacién de histonas es el anélisis
de los enzimas responsables de esta modificacién (histona acetiltransfera-
sas e histona desacetilasas). En este trabajo se pretende la puesta a
punto de procedimientos de extraccién y la purificacién y caracterizacién

de las HAT e HD de una especie vegetal, Pisum sativum. Asimismo, se

pretende determinar las similitudes y diferencias de estos sistemas enzi-
maticos con los correspondientes, ya descritos, en otros eucariotas, con-
tribuyendo con ello a un mejor conocimiento de esta modificacién y de sus

implicaciones en la estructura y funcién de la cromatina.



2. MATERIAT. Y METODOS



2.1 MATERIAL BIOLOGICO

Como material biolégico se han utilizado embriones o plan-

tulas de guisante (Pisum_ sativum, L., var. Lincoln), germinados en os-

curidad a 28°C. Las semillas se esterilizaron por inmersién en etanol 96%
durante 30 segundos y posterior tratamiento con lejia comercial diluida al
12.5% durante 20 minutos. Después de la imbibicién de las semillas en
agua destilada durante 20-24 horas a 4°C (Ull y Franco, 1986), se sem-
braron sobre algodén hidréfilo para la obtencién de ejes embriénico o so-
bre vermiculita homogeneamente humedecida para la obtencién de plan-
tulas. Los embriones obtenidos, de distintos tiempos de germinacién, se
utilizaron para la extraccién de actividades enzimdticas y las plidntulas de
6-8 dias se utilizaron para la obtencién de histonas. En ambos casos, se

separaron los cotiledones manualmente y se desecharon.

2.2 PROCEDIMIENTOS DE EXTRACCION ENZIMATICA

En este trabajo se han utilizado y contrastado cuatro proce-
dimientos de extraccién de enzimas. Los tres primeros suponen el homoge-
neizado previo de los embriones en mortero, junto con arena de playa la-
vada [arena (PANREAC):embriones,1:1] y un tampén de distinta composi-
cién segin el método. El cuarto consiste en la purificacién previa de cro-

matina y la posterior extraccién de los enzimas asociados a esa cromatina.

2.2.1 EXTRACCION ENZIMATICA POR PRECIPITACION CON (NH,)2SO,.

Este procedimiento es similar al descrito por Salvador et al.

(1985) con algunas modificaciones.

Los embriones se homogeneizaron en tampén A (MgCl, 1 mM,
EDTA 0.25 mM, 2-mercaptoetanol 10 mM, NaHSO; 50 mM, Tris-HCl 75 mM,
pH 7.9), 1 ml/g de embri6én. El homogeneizado se filtr6 a través de dos
capas de muselina y la arena y los restos vegetales retenidos se lavaron
tres veces con un volimen de tampén A. Los filtrados se reunieron y se
sonicaron, en bafio de hielo, 4 periodos de 30s a 125 W, en un sonicador
Braun Labsonic 2000 y se centrifugaron 10 min a 1200xg. Al sobrenadante

se afiadi6 (NH,)2SO,. sélido para obtener una saturacién del 25%, dejan-
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dose en agitacién 30 min a 4°C. Las proteinas se precipitaron afiadiendo
sulfato aménico hasta alcanzar el 90% de saturacién. La mezcla se mantuvo
en agitacion 2h a 4°C y el precipitado se recogié por centrifugacién a
30000xg, 30 min, redisolviéndose en tampén B (EDTA 0.25 mM, NH,Cl 10
mM, 2-mercaptoetanol 5 mM, glicerol 10%, Tris-HCl 15 mM, pH 7.9). La
disolucién se dializé tres veces frente a 2 litros de tampén B y el diali-
zado se clarificé por centrifugacién (30000xg, 30 min). El sobrenadante

constituyd el extracto enzimitico crudo.

2.2.2 EXTRACCION POR PRECIPITACION CON POLIETILENGLICOL

El polietilenglicol (PEG) es un agente precipitante de pro-
teinas selectivo y algunos autores lo han utilizado para la obtencién de
actividades HAT (Belikoff et al., 1980; Garcea y Alberts, 1980). Para la
extraccién de actividades HAT de guisante, el homogeneizado y filtrado
obtenido del mismo modo que en el apartado 2.2.1, se llev6é al 20% (p/v)
en PEG (masa molecular aproximada 8000, SIGMA) dejandose en agitacion
magnética 45 min a 4°C. La mezcla se centrifugdé a 35000xg, 30 min y el
sedimento de proteinas se redisolvié y dializ6 en tampén B como se ha in-

dicado en el apartado anterior.

2.2.3 EXTRACCION POR ULTRACENTRIFUGACION EN PRESENCIA DE
NH,Cl1 0.5 M

La homogeneizacién y filtracién se realiz6 como se describe
en el apartado 2.2.1 utilizando un tampén distinto, tampén B' (NH,Cl 0.5
M, EDTA 0.25 mM, 2-mercaptoetanol 10 mM, Tris-HCl 30 mM, pH 7.9).
Los filtrados se mantuvieron en agitacién durante 30 min en hielo y se
centrifugaron a 27000xg durante 15 min. El sobrenadante se ultracentri-
fugé a 100000xg durante una hora (BECKMAN, L8-35), elimindndose la
capa flotante de lipidos por succién a vacio. El sobrenadante se dializé

frente a tampén B en las mismas condiciones descritas en el apartado
2'2.1'
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2.2.4 EXTRACCI!'ON DE ACTIVIDADES ENZIMATICAS DE CROMATINA

El procedimiento de extraccién y purificaciéon de la cromatina
de embriones de guisante fue esencialmente igual al descrito por Spiker et
al. (1983, método II). Los embriones se homogeneizaron con agitador de
cuchillas (OSTERIZER, modelo 890-48) a la maixima velocidad durante 1
min en presencia de tampén de homogeneizacién (sacarosa 0.25 M, MgCl; 5
mM, 2-mercaptoetanol 10 mM, PVP .2 g/1, Tris-HCl 10 mM, pH 8.0), 5 ml
de tampén/g de embrion. El homogeneizado se filtré por muselina y filtros
de nylon de 200 y 100 um y el filtrado se centrifugé a 12000xg, 10 min.
El sedimento se lavé dos veces con tampén de lavado (tampén de homoge-
neizacién, 0.5% en Tritén X-100). El sedimento final se resuspendié en
este tampén 1.7 M en sacarosa y se deposité cuidadosamente sobre un
volumen igual del mismo medio en tubos adecuados para la centrifugacién a
27000xg durante 60 min. El sedimento asi obtenido constituyé la cromatina
purificada.

Esta cromatina resuspendida en tampén B se utilizé para el
ensayo de las actividades HAT e HD directamente. Los enzimas asociados a
la cromatina se disociaron por tratamiento con tampén B', ultracentrifuga-
cién y didlisis como se describe en el apartado 2.2.3. El dializado final

constituyd el extracto enzimitico crudo de cromatina.

2.3 PURIFICACION DE ACTIVIDADES ENZIMATICAS

Los métodos de purificacién que se detallan a continuacién

se utilizaron tanto para las actividades HAT como para las HD.

2.3.1 CROMATOGRAFIA EN DEAE-SEPHAROSA

Esta cromatografia constituy6 el primer paso en la separa-

cién y purificaciéon de las actividades enzimiticas.

Los extractos enzimiticos crudos obtenidos como se describe
en el apartado 2.2 se aplicaron sobre columnas de DEAE-Sepharosa CL-6B
(PHARMACIA) equilibradas en tampén B. Las columnas se lavaron con 5
voliimenes del mismo tampén y las proteinas retenidas se eluyeron con un

gradiente lineal de NH,Cl, 10-350 mM, en tampén B. Las dimensiones de
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las columnas y condiciones de elucion fueron variables en funciéon del ma-
terial de partida. Por ejemplo, para 70 g de embriones de 62h, se utilizd
una columna de 17 cm x 3 cm, eluyendo aun fiujo de 70 ml/h, con un
gradiente de 1200 mi y recogiendo fracciones de 12 mi. De cualquier
modo, la mejor resoluciéon se obtuvo con gradientes de tamafio igual a 10

volimenes de la columna, a un flujo de 0.5 volimenes de columna por

hora.

Las fracciones obtenidas en esta cromatografia se ensayaron
para HAT o HD como se describe en el apartado 2.6, después de medir la

A280-

2.3.2 CROMATOGRAFIA DE EXCLUSION MOLECULAR EN ULTROGEL
AcA34

Las fracciones con actividad enzimatica obtenidas de la cro-
matografia de DEAE-Sepharosa se reunieron y las proteinas se concentra-
ron en una célula de ultrafiltracion con membrana de 30000 IVIW (Nucleo-
pore Cell, AMICON), a presién de N2 de 3.5 Kg/cm2. Los concentrados se
aplicaron a una columna (120 cm x 1.8 cm) de Ultrogel AcA 34 (LKB),
equilibrada en tampon B 35 mM en NH4Cl.La elucion se realizé con el
mismo tampén a un flujo de 12 ml/h y se recogieron fracciones de 3.7 mi.

Se midi6 la A2ao de las fracciones y la actividad HAT o HD como se des-

cribe en el apartado 2.6.

Para determinar la masa molecular aproximada de las activi-
dades HAT e HD se calibré la columna con los siguientes marcadores: azul
dextrano (Mr 2000000); catalasa de higado de vaca (Mr 240000); aldolasa
de musculo de rata (Mr 158000); invertasa de levadura (Mr 120000); ovo-
albimina (Mr 45000); lisozima (Mr 14000) y el colorante rodamina (Mr
600).

Los picos de actividad enzimadtica obtenidos en la elucién de
Ultrogel se utilizaron directamente para la caracterizacion de los enzimas o
se sometieron a posterior purificacion por alguno de los procedimientos

que se describen a continuacion.
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2.3.3 OTROS PROCEDIMIENTOS DE PURIFICACION

2.3.3.1 CROMATOGRAFIA EN DNA-CELULOSA

Las actividades HAT o HD obtenidas por los procedimientos
de purificacion anteriores se aplicaron a una columna (6 cm x 1 cm) de
DNA-celulosa de doble cadena (SIGMA), equilibrada en tampon B 35 mM
NH4Cl. Después de lavar la columna con 5 volimenes del mismo tampon,
las proteinas retenidas se eluyeron con un gradiente lineal de NH4Cl 35-
500 mM en tampon B (80 mi) y las fracciones (1 mi) se ensayaron como se

indica en el apartado 2.6.

2.3.3.2 CROMATOGRAFIA EN HISTONA-AGAROSA

Las fracciones correspondientes a las actividades HAT o HD
purificadas previamene como se ha descrito, se dializaron frente a tampon
B y se aplicaron directamente en una columna de histona-agarosa (5 mi de
gel, SIGMA), equilibrada en tampon B. Después de lavar dicha columna
con el mismo tampoén, las proteinas se eluyeron con un gradiente de NH4Cl
0.01-1 M en el mismo medio (80 mi totales). Se recogieron fracciones de
2.5 mi que se dializaron frente a tampéon B 100 mM en NH4Cl antes de en-
sayarlas para HAT o frente a tampon 200 mM en NH4Cl para HD (apartado
2.6).

2.3.3.3 PRECIPITACION FRACCIONADA CON (NH4)2S04

Con objeto de obtener un grado mayor de purificaciéon de
las actividades enzimadticas y en algunos casos concentrarlas, se utilizé la
precipitacién fraccionada con sulfato amodnico. Para ello, las fracciones con
actividad, obtenidas de la cromatografia en Ultrogel, se reunieron y se
llevaron al 25% de saturacion en (NH4)2S04. Después de lh a 4°C con
agitacion magnética,las proteinas precipitadas se recogieron por centrifu-
gacion a 30000xg, 30 min. Se repitié la misma operacion llevando el sobre-
nadante sucesivamente al 50, 75 y 100% de saturacién en (NH4)2S04. Los
precipitados de proteinas se disolvieron en tampén B 100 mM NH4Cl (acti-
vidades HAT) o en el mismo tampon 200 mM (para HD) y se ensayaron

como se indica mas adelante (apartado 2.6).
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2.4 OBTENCION DE SUSTRATOS DE HISTONA ACETILTRANSFERASA

Como sustratos de HAT se han utilizado histonas de eritro-
cito de pollo e histonas libres y oligonucleosomas de plantula de guisante.
En todos los casos la pureza de las preparaciones de histonas fue compro-

bada mediante electroforesis (apartado 2.7.1.).

2.4.1 HISTONAS DE ERITROCITO DE POLLO

Los nucleos de eritrocito de pollo se obtuvieron como han
descrito Weintraub et al., (1975) y las histonas se extrajeron de estos
nucleos con HCl 0.25 M. Las histonas se recuperaron de la disoluciéon cla-
rificada por precipitaciéon, al afiadir 8 volimenes de acetona en frio. EIl

precipitado de histonas se lavo tres veces con acetona y se secO final-

mente a vacio.

Para la obtencion de las histonas de "core", se extrajeron
previamente la Hl y H5 con acido perclorico 5% (v/v). Los ntcleos se re-
suspendieron en 3 volimenes de acido perclorico al 5% se sometieron a
agitacion durante 15 min y se centrifugaron a 9000xg, 10 min, quedando
las histonas Hl y HS5 en el sobrenadante. Las histonas de "core" se ex-
trajeron del sedimento, después de lavarlo una vez mas con acido perclo-

rico 5% del mismo modo que se ha descrito anteriormente.

2.4.2 HISTONAS DE GUISANTE

Las histonas de guisante se obtuvieron a partir de nucleos
de plantulas obtenidos como han descrito Ull y Franco (1986) mediante

extraccién con HC1 0.25 M.

Alternativamente se ha obtenido histonas a partir de croma-
tina de plantulas de guisante, purificada como se ha descrito en el apar-
tado 2.2.4, por extraccién con H2S04 0.2 M. Este segundo procedimiento,
ademas de resultar méas rapido y sencillo, produce un mayor rendimiento
en la obtencion de las histonas, siendo éstas de igual calidad a las extrai-

das a partir de ntcleos, como se comprobé mediante electroforesis.
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2.4.3 OLIGONUCLEOSOMAS DE GUISANTE

Para la obtencién de oligonucleosomas se digirieron ndcleos
de plintula como han descrito Ull y Franco (1986). Los niicleos se resus-
pendieron en tampén de digestién (sacarosa 0.2 M, CaCl,. 8 mM, NaCl 60
mM, MES 4 mM, pH 7.0) a una concentracién de 1:10° nicleos/ml. La di-
gestién se realizé con nucleasa de micrococo a razén de 150 unidades por
ml durante 30 min a 37°C. La reaccién se paré afadiendo EDTA 100 mM
para llevar la mezcla a una concentracién final de 10 mM. Después de 10
min en bafio de hielo, los nicleos se lisaron por diilisis frente a EDTA
0.25 mM, pH 7.0 (Simpson, 1978a) y la suspensién se centrifugé a
12000xg, 20 min. El sobrenadante, conteniendo oligonucleosomas nativos en
disolucién (= 1.5 mg DNA/ml, determinado por A.go), se utilizé directa-
mente como sustrato de HAT. El anilisis del DNA se realizé a partir de
alicuotas (0.2 ml) de la disolucién de oligonucleosomas, como describen
Estruch et al. (1986). El resto de la disolucién se guardé en alicuotas de
1 ml a -20°C hasta su utilizacién. La Figura 1 muestra el andlisis del DNA
de una digestién de nicleos tipica para la obtencién de oligonucleosomas

como sustrato de HAT.

2.5 OBTENCION DE SUSTRATOS DE HISTONA DESACETILASA

Para el ensayo de actividad HD de han utilizado sustratos
acetilados biolégicamente, las histonas de eritrocito de pollo (libres o for-
mando nucleosomas), y sustratos acetilados quimicamente con [*H]-anhi-
drido acético: histonas de guisante y de eritrocito de pollo, BSA, poliami-

nas y lisina.

Se intenté también acetilar histonas de guisante por incuba-
cién de nicleos o ci'omatina con acetil-CoA o acetato marcados, pero no se
obtuvo marca incorporada a proteinas. Tampoco se obtuvo histonas ra-
diactivas después de la incubacién de protoplastos del meséfﬂo con [3H]-
acetato sédico bajo diversas condiciones. Esta imposibilidad de obtener
histonas de guisante marcadas biolégicamente, seguramente estd relacio-
nada con el bajo nivel de acetilacién de las histonas "in vivo" y con la
dificultad de inhibir especificamente la actividad histona desacetilasa (ver

Resultados y Discusién).



FIGURA 1. Andlisis del DNA de los oligonucleosomas utilizados como sus-
trato de las HAT. A) electroforesis en,agarosa 1.8%; carrera
1, DNA extraido de 1la disolucién de oligonucleosomas; carrera
2, patrén de pBR322 digerido con Hpall. B) densitometrado de
la carrera 1 donde se puede ver que la mayoria del DNA se en-
cuentra formando parte de oligonucleosomas de tamafio no supe-
rior a 8 unidades.
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2.5.1 MARCAJE DE HISTONAS DE ERITROCITO DE POLLO CON [®*H]-
ACETATO SODICO

Para obtener histonas de eritrocito de pollo marcadas biol6-
gicamente se utilizaron pollos de la raza Leghorm-White Rock (PAVIMAR,
S.A.) a los que se les indujo una anemia por tratamiento con fenilhidra-

zina segin describen Ferenz y Nelson (1985).

Se incubaron preparaéidnés dé célﬁlas rojas de estos pollos,
enriquecidas en reticulocitos, con [®*H]-acetato sédico (5 Ci/mmol,
AMERSHAM) en presencia de butirato sédico como describen Alonso y Nel-
son (1986). Las histonas marcadas se extrajeron igual que en el apartado
2.4.1, excepto que todos los tampones contenian butirato sédico 10 mM,
para evitar la desacetilacién. La actividad especifica obtenida en las histo-
nas de eritrocito por este procedimiento fue de 2200 dpm/pg y la radiacti-
vidad se incorporé exclusivamente en las histonas de "core", como se de-
terminé por electroforesis y fluorografia (ver apartado 3.3 de Resultados

y Discusién).

Para obtener oligonucleosomas acetilados radiactivamente, se
resuspendieron niicleos de eritrocito marcédos en tampén, NaCl 10 mM,
MgCl; 5 mM, Tris-HCl1 10 mM, pH 7.4, a una concentraciéon de 1.25-10°
nicleos/ml y se incubaron con 300 unidades/ml de nucleasa de micrococo a
37°C durante 30 min. La reaccién se pard llevando la suspensién a 10 mM
en EDTA en bafio de hielo. Los nicleos digeridos se recogieron por cen-
trifugacién (1000xg, 10 min) y se lisaron con EDTA 0.25 mM pH 7.0. El
lisado se dializ6 frente a EDTA 0.25 mM y la disolucién resultante, conte-
niendo oligonucleosomas marcados a una concetraciéon de 3.75 mg/ml en
DNA (determinado por A.so), se utilizé, sin posterior purificacién, como
sustrato de la HD. Por extraccién del DNA y posterior electroforesis y
densitometrado, como se indica en el apartado 2.4.3, se determindé que el
75% del DNA formaba parte de oligonucleosomas de tamafio inferior a 6

unidades.
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2.5.2 ACETILACION QUIMICA DE DIVERSOS SUSTRATOS CON [®*H]-
ANHIDRIDO ACETICO

La acetilacién quimica se llevé a cabo con [®*H]-anhidrido
acético (9.5 Ci/mmol, AMERSHAM) disuelto en dioxano a una concentracién

de 0.26 pM.
2.5.2.1 ACETILACION QUIMICA DE HISTONAS Y BSA

Se disolvieron 5 mg de las proteinas en 400 1 de tampén
borato sédico 50 mM, pH 9.0. A esta disolucién se afiadié 100 pl (1 mCi)
de la disolucién de [®H]-anhidrido acético en dioxano para iniciar la ace-
tilacién, que tuvo lugar a 0°C durante 150 min. Tras esta incubacién, la
disolucién se llevé a 0.25 M en HCl, con HCl concentrado, precipitindose
las histonas con 8 voldmenes de acetona fria y la BSA con 10 volimenes
de etanol al 96%. Después de una noche a -20°C, los precipitados de estas
proteinas se recogieron por centrifugacién (3000xg, 10 min), se lavaron
con acetona (o etanol para la BSA) y se secaron finalmente a vacio. La
incorporacién de radiactividad en las histonas se comprobé por electrofo-
resis y fluorografia (Figura 2) realizadas como se describe en los aparta-
dos 2.7.1 y 2.7.2. En la Figura 2 se puéde observar que con anhidrido
acético se acetilan todas las histonas, sin preferencia por ninguna de

ellas.
2.5.2.2 ACETILACION QUIMICA DE POLIAMINAS Y LISINA

Las poliaminas que se han utilizado son: espermina, esper-
midina y putrescina. La acetilacién se llevé a cabo a 0°C, durante una
noche, afiadiendo a 10 mg de cada una de estas poliaminas y de lisina, di-
sueitas en 100 pl de tampén borato 50 mM, pH 9.0, 100 pl de la disolucién
de anhidrido acético. Tras la incubacién la mezcla se llevé a un volumen
de 1 ml con H,O y se aplic6 sobre columnas DOWEX-1 X4 (BIORAD) de 6
cm X 1 em, equilibradas con H,O destilada. Las columnas se eluyeron con
H.O, recogiéhdose fracciones de 1 ml. Una alicuota (6 pl) de cada una de
las fracciones se ensayé frente a ninhidrina (0.2% en etanol al 96%, en
papel Whatman 3 MM). La radiactividad de dichas fracciones se midié al
contar alicuotas de 6 ul con 5 ml de la mezcla de centelleo Normascint-22

(SCHARLAU). La pureza radioquimica de estas preparaciones se comprobdé
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FIGURA 2 .Acetilacién quimica de histonas con [3H]-anhidrido acético. A)
electroforesis en gel de poliacrilamida en presencia de SDS
tefiido con azul Coomassie. B) fluorografia del mismo gel. 1,
histonas de eritrocito de pollo; 2, histonas de guisante.
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por cromatografia en papel como describen Dubin y Rosenthal (1960) y
posterior fluorografia (apartado 2.7.2). Los Rf de las manchas radiactivas
obtenidas en la cromatografia coincidieron con los descritos por Dubin y
Rosenthal (1960) para las formas monoé.cetiladas de estas sustancias. La
Figura 3 muestra, como ejemplo, los resultados obtenidos en la acetilacién

de la espermina.

2.6 PROCEDIMIENTOS DE ENSAYO ENZIMATICO

2.6.1 ENSAYO HISTONA ACETILTRANSFERASA

Se siguié el procedimiento descrito por Lépez-Rodas et al.
(1985).

Se incubé a 37°C durante 20 min, 100 pl de las fracciones
enzimdticas con 0.01 uCi de [1-'*C]-acetil-CoA (52 mCi/mmol, AMERSHAM)
y 126 ug de histonas en un volumen final de 125 pl. Tras este periodo,
se depositaron 110 pl de la mezcla en filtros Whatman GF/F de 2.4 cm de
didmetro. Después de 5 min de secado a témperatura ambiente, los filtros
se sumergieron en TCA 25% (p/v) durante 20 min a 4°C y posteriormente
se lavaron sucesivamente con TCA 25% (2 lavados, 15 min), etanol 96% (10
min), etanol:éter etilico (1:1 v/v, 10 min) y éter etilico (10 min). Final-
mente los filtros se secaron a 70°C, 10 min y la radiactividad incorporada
se midi6 en un contador de centelleo liquido LKB Rack Beta 1217, intro-
duciendo los filtros en viales que contenian 10 ml de una mezcla de cente-
lleo compuesta por PPO 0.6% (p/v) y dimetil-POPOP 0.0075% (p/v) en to-

lueno.

Se ha estudiado la influencia del Coenzima A, PMSF,
NaHSO5;, ZnCl, y CuCl, sobre la actividad HAT, para lo cual se incluye-
ron en el medio de reaccién a la concentracién deseada, utilizando para
ello una disolucién concentrada de estos moduladores en tampén B, pH

7.9.

Para determinar el efecto del DNA, en el ensayo de HAT se

utilizé6 histonas de "core" (apartado 2.4.1) y DNA de espernia de salmén
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FIGURA 3. Acetilacién quimica de espermina con

[3H] —anhidrido acético.
A) perfil de elucién de la columna en Dowex-1 X4.

Los signos +
y - expresan el resultado de 1la reaccién con ninhidrina. B)
cromatografia en papel y fluorografia de algunas fracciones
del eluido (indicadas por los numeros correspondientes) y de
un patrén (p) de espermina sin acetilar.
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(SIGMA) disuelto en una disolucién stock a 2 mg/ml y sonicado cuatro pe-
riodos de 50s a 50W.

La influencia de la fuerza iénica se determiné incluyendo
distintas concentraciones de NH,Cl en el medio de reaccién, utilizando

para ello una disolucién stock de NH,Cl 3M en tampén B.

También se ha utilizado sustratos alternativos para la acti-
vidad HAT: BSA, sulfato de 7p'ro"tax_.nilvla', el 'pbh‘mero sintético poli-L-lisina
(Mr 25000) y las poliaminas espermina y espermidina. En los ensayos
frente a poliaminas como sustrato, se siguié el procedimiento descrito por
Yukioka et al. (1984). Se incubaron a 37°C 80 ul de las fracciones enzi-
méticas, 80 ug de los sustratos y 0.01 uCi de [1-'*C]-acetil-CoA, en un
volumen final de 100 pl. Después de 20 min se depositaron 80 pul de la
mezcla en filtros de fosfocelulosa Whatman P-81 y se secaron a 70°C du-
rante 5 min. Posteriormente, estos filtros se lavaron dos veces en tampén
NaHCO;/Na,CO; 50 mM, pH 9.2 a 40°C durante 30 min y una vez en me-
tanol 20 min a temperatura ambiente. Los filtros se secaron a 70°C du-

rante 20 min y se contaron como ya se ha indicado.

La especificidad frente a lés histonas se determiné por
electroforesis y fluorografia de las muestras de histonas marcadas por los
distintos enzimas. Para ello el ensayo se realiz6 en las siguientes condi-
ciones. Se incubaron 200 pl de las fracciones enzimiticas con 160 ug de
histonas (de eritrocito de pollo y/o de guisante) y 0.04 pCi de [1-'*C]-
acetil-CoA en un volumen final de 230 ul, durante 20 min a 37°C. La
reaccién se pard afladiendo suficiente cantidad de TCA 100% (p/v) frio
para llevar la mezcla al 25%. Después de 2 horas a 0°C, las proteinas pre-
cipitadas se recogieron por centrifugacién a 12000xg, 10 min y se lavaron
dos veces con acetona:HCl (70:1, v/v) y dos veces con acetona, secdn-

dose finalmente a vacio.

En el ensayo de la actividad HAT utilizando como sustrato
oligonucleosomas, la fuerza iénica del medio siempre fue 35 mM en NH,Cl y
se afiadié suficiente volumen de la disolucién de oligonucleosomas (obteni-
dos como se indica en el apartado 2.4.3) para conseguir una concentracién

de histonas de 0.4 mg/ml. Tras la incubacién, las muestras se llevaron a
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0.25 M de HCl, con HCl concentrado y después de 1 h a 4°C, se centri-
fugaron a 12000xg 5 min. Una alicuota de 120 pl de los sobrenadantes se
deposité sobre los filtros que fueron procesados como se describe ante-
riormente. Para determinar la especificidad sobre histonas en nucleosomas,
se realizé6 un ensayo similar, excepto que tras la extraccién de las histo-
nas con HCl 0.25 M, éstas se precipitaron con TCA 25% y se lavaron del

mismo modo que se ha descrito antes para su posterior electroforesis y

fluorografia.

En todos los casos se utilizaron como testigos de incorpora-
cién no enzimAtica, las mismas fracciones inactivadas por calor (70°C, 10

min).

2.6.2 ENSAYO HISTONA DESACETILASA

Para ensayar las HD se utilizé el siguiente procedimiento:
en tubos eppendorf de 1.5 ml se incubé 100 pl de las fracciones junto con
10 w1 de [®*H]-histonas de eritrocito de pollo marcadas biolégicamente (8
mg/ml) a 37°C durante 60 min. La reacciéon se paré afiadiendo 37 pl de
una disolucién HC1 1 M, &cido acético 0.4 M, tras lo cual el [®*H]-acetato
liberado por la reaccién de desacetilacion se extrajo con 700 pl de acetato
de etilo (Inoue y Fujimoto, 1969). Después de la centrifugaciéon a 5000xg,
5 min, se cogié una alicuota de 500 pl de la fase orgénica y después de
afiadirle 5 ml de mezcla de centelleo Normanscint-22 se midi6é la radiactivi-

dad en un contador de centelleo liquido.

Como en el caso de las HAT se determiné el efecto de la
fuerza idénica, incluyendo la sal a la concentracién deseada en la mezcla a

ensayar, utilizando una disolucién de NH,Cl 3 M en tampén B.

Se ha estudiado el efecto de distintos inhibidores sobre las
actividades HD, butirato, propionato y acetato, PMSF, NaHSO,, CuCl,,
ZnCl;, colina y eserina. Para ello, se incluyeron estos inhibidores en la
mezcla de ensayo partiendo de una disolucién concentrada del inhibidor
(en tampén B). En los ensayos frente a inhibidores ionizables, la fuerza

iénica se mantuvo constante suplementando el medio con las cantidades
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apropiadas de NH,Cl. El efecto del PMB 0.25 mM se llevé a cabo como
describen Lépez-Rodas et al. (1985).

Se ha estudiado el efecto de otros moduladores de las acti-
vidades HD, espermina, las HMG 1/2 y 14 [obtenidas de eritrocito de pollo
segin Walker y Johns (1980) que proporcioné el Dr. J.E. Pérez-Ortin] y
la ubiquitina [obtenida de eritrocito de pollo, segin Nicolas y Goodwin
(1982) que fue cedida por la Dra. M.I. Rodrigo} afiadiendo a la mezcla a
ensayar volimenes adecuados de disoluciones concentradas de estos efec-

tores en tampén B.

Las HD también se han ensayado frente a oligonucleosomas
marcados radiactivamente (apartado 2.5.1), afiadiendo la cantidad sufi-
ciente de la disolucién de oligonucleosomas para conseguir una concetra-
cién final de 750 pg/ml, de modo que la concentracién de histonas fuese
similar a la utilizada con histonas libres. Las HD se ensayaron también
frente a los distintos sustratos acetilados quimicamente con anhidrido acé-
tico (apartado 2.5.2).

En el estudio de la especificidad frente a las distintas his-
tonas se realiz6 el ensayo en las siguierﬁes condiciones. Se incubaron
distintos tiempos 160 pug de histonas de eritrocito de pollo marcadas biolé-
gicamente con 300 pl de las fracciones purificadas de las HD. A cada
tiempo de incubacién estudiado, la reaccién se paré llevando la mezcla al
25% en TCA. Después de 2h a 0°C, las proteinas precipitadas se recogie-
ron por centrifugacién (12000xg, 10 min) y se lavaron y secaron como se
ha descrito para las HAT (apartado 2.6.1). Paralelamente, como control de
desacetilacién no enzimitica, se realiz6 el mismo ensayo con la fraccién
inactivada por calor e incubada el tiempo mis largo. Después de la elec-
troforesis y fluorografia de esas muestras, se analizé6 la pérdida de ra-
diactividad en las bandas de las histonas mediante densitometria (apartado
2.7.3).
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2.7 METODOS ANALITICOS

2.7.1 ELECTROFORESIS DE PROTEINAS

Tanto para determinar la pureza de las histonas utilizadas
como sustrato de las actividades enzimiticas, como para estudiar la espe-
cificidad de las HAT e HD, se han utilizado dos sistemas de electroforesis

en geles de poliacrilamida.

2.7.1.1 ELECTROFORESIS EN PRESENCIA DE SDS
Se siguié el procedimiento descrito por Laemmli (1970).

Una vez realizada la electroforesis, los geles se tifieron con
azul Coomassie R250 0.1% (p/v) en metanol 46% y acido acético 8% durante
al menos 1 hora. Se destifieron con varios cambios de una disolucién de
dcido acético 5% y metanol 20%. Estos geles se fotografiaron con una ca-
mara Polaroid MP4 y negativos Agfapam 100 profesional de 9 x 12 cm.

2.7.1.2 ELECTROFORESIS EN PRESENCIA DE ACIDO ACETICO-UREA-
TRITON

Esta electroforesis se realiz6 como describen Alfageme et
al.(1974).

Acabada la electroforesis, los geles se tifieron, destifieron y

fotografiaron del mismo modo que se ha descrito en el apartado anterior.

2.7.2 PROCEDIMIENTO FLUOROGRAFICO

Los g'eles destefiidos se sumergieron en Amplify (AMER-
SHAM) durante 30 min y se secaron sobre papel Whatman 3MM a vacio en
un secador de geles Slab Dryer 483 (BIORAD) durante 45 min. Los geles,
ya secos, se pusieron en contacto con peliculas autorradiogréaficas Hiper-
film MP (AMERSHAM) y se desarrollaron las fluorografias a -80°C durante
periodos comprendidos entre 1 y 4 semanas, dependiendo de la radiactivi-
dad presente en el gel. Las placas autorradiograficas se revelaron con re-
velador Kodak D-19 durante 5 min.
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2.7.3 DENSITOMETRIA POR ANALISIS DE IMAGEN

La radiactividad asociada a las bandas de histonas se cuan-
tific6 mediante andlisis densitométrico de los fluorogramas y negativos fo-
tograficos de los geles. Para ello se utiliz6 un analizador de imagen IBAS
2000 (KONTRON) y se obtuvo la densidad éptica integrada (DOI) de cada
banda. En algunos casos, la DOI de las bandas en el fluorograma se nor-
malizé dividiéndola por la DOI de las mismas bandas en el gel tefiido con
azul Coomassie, lo cual representa una medida de la actividad especifica

de cada banda en el gel.

En las electroforesis y fluorografias realizadas en este tra-
bajo, todos los valores de DOI de las bandas en el gel tefiido (y en la

fluorografia) estuvieron en el rango lineal de la representacién de DOI

frente a la cantidad de proteina (o de radiactividad).

2.7.4 VALORACION DE PROTEINAS

La valoracién de proteinas se realiz6 por el método del azul
Coomassie segilin describe Bradford (1976), utilizando como proteina pa-
trén BSA.

2.7.5 VALORACION DE DNA

La cantidad de DNA presente en los extractos se determind

por el método fluorimétrico de Labarca y Paigen (1980).
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3.1 EXTRACCION DE ACTIVIDADES HAT DE EMBRIONES DE GUISANTE

Existe la posibilidad de que determinados procedimientos de
extraccién afecten al nimero de isoenzimas y a la actividad total recupe-
rada (Garcea y Alberts, 1980; Wiktorowicz y Bonner, 1982). Por ejemplo,
los métodos en ios que se someten los extractos enziméticos HAT a fuerzas
i6nicas muy elevadas pueden producir la pérdida irreversible de una frac-
cién de dicha actividad (Wiegand y Brutlag, 1980; Wiktorowicz y Bonner,
1982). Con objeto de poner a punto un procedimiento de extraccién de
actividades HAT de guisante en el que se recupere una mayor actividad
enzimitica y no se vean afectados los distintos isoenzimas, se han probado
varios métodos de extraccion de proteinas de embriones de 62 h de germi-
nacién, previamente homogeneizados en mortero con arena (Material y
Métodos apartado 2.2). Los procedimientos de extraccién utilizados han
sido: precipitacién con sulfato aménico al 90% de saturacién, precipitacién
con PEG al 20% y ultracentrifugacién en presencia de NH,Cl 0.5 M. Los
ensayos de actividad HAT de los extractos crudos, obtenidos por estos
distintos procedimientos, no han revelado ninguna actividad HAT
(valorada por el procedimiento habitual, apartado 2.6.1, Material y
Métodos). La razén de esta imposibilidad de valorar actividades enzimati-
cas HAT en extractos crudos de embriones de guisante podria ser la
existencia de algiin inhibidor endégeno. Este efecto inhibidor reversible se
ha observado también en otros organismos (Libby, 1978; Belikoff et
al.,1980; Wiktorowicz y Bonner, 1982; Cano y Pestafia, 1976; Lépez-Rodas
et al., 1985). Se ha sugerido que pequefios fragmentos de &cidos nu-
cleicos endégenos, producidos durante la extraccién, podrian ser respon-
sables de esta inhibicién reversible (Cano y Pestafia, 1976; Wong, 1980).
Por otra parte, se ‘ha observado también una disminucién reversible de la
actividad HAT en extractos con una elevada concentracién proteica (Cano
y Pestafia, 1976; Wiktorowicz y Bonner, 1982). Al no poder valorar las
actividades HAT en los extractos crudos, no ha sido posible determinar el

grado de purificacién en términos de incremento de la actividad especifica.

Asi pues, para poder comparar los resultados obtenidos en

los distintos procedimientos de extracién, ha sido necesaria la purificacién
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parcial previa de las actividades HAT. La cromatografia en DEAE-
Sepharosa, en las condiciones descritas en Material y Métodos, ha resul-
tado eficaz para la purificacién de los enzimas y para la eliminacién de los
dcidos nucleicos, que quedan retenidos en la columna (Lépez-Rodas et al.,
1985).

La medida de la actividad en los eluidos de la columna de
DEAE-Sepharosa se ha realizado uﬁ]iiahdb hiéténas de eritfocito de polio
como sustrato. Como veremos mis adelante, las distintas HAT de embrio-
nes de guisante no acetilan igual estas histonas que las histonas homolé-
gas. Ademis, la especificidad frente a las distintas histonas, por algunas
HAT, resulta ser ligeramente diferente segiin se utilicen histonas de gui-
sante o de eritrocito de pollo. A pesar de estas diferencias, las histonas
de eritrocito de pollo son reconocidas como sustrato y acetiladas por los
enzimas de guisante, a un nivel que permite su utilizacién en ensayos
donde se quiera conocer la actividad enzimatica relativa. Esto ha resultado
util para la deteccién de las actividades HAT de guisante ya que se em-
plean unas histonas que se obtienen en forma pura mis facilmente y en

mayores cantidades que las histonas de guisante.

Es posible que en las condiciones de ensayo utilizadas pueda
ocurrir acetilacién quimica de las histonas (transferencia de grupos acetilo
desde el acetil-CoA a las histonas en ausencia de enzimas) y autoacetila-
cién (incorporacién de acetato a material precipitable por TCA en ausencia
de histonas). Como control de la acetilacién quimica se han realizado en-
sayos de aétividad HAT con las fracciones inactivadas previamente por
calor (70°C, 10 min), sobre todo con aquellas fracciones eluidas a una
concentracién en NH,Cl inferior a 100 mM, pues segin han sefialado
Lépez-Rodas et _al. (1985) a estos valores de fuerza idnica o inferiores se
favorece la acetilacién quimica. Como control de la autoacetilacién se rea-
liz6 el ensayo en ausencia de histonas. Asi, en las representaciones grafi-
cas que se mostraridn mas adelante, para facilitar su interpretacién, figu-
raran sé6lo los picos de actividad que hayan resultado ser verdaderamente

enzimaticos.
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3.1.1 EXTRACCION POR PRECIPITACION CON (NH,).SO,

Este procedimiento, basicamente el mismo que el descrito por
Salvador et al. (1985), produce la disociacién de los posibles enzimas con
afinidad por la cromatina y la precipitacién de las HAT presentes, elimi-
nando al mismo tiempo gran parte del DNA (= 50%), que queda en el so-
brenadante de sulfato aménico al 90% de saturacién. La posterior cromato-
grafia en DEAE-Sepharosa elimina practicamente los restantes acidos nu-
cleicos que quedan retenidos en la columna en las condiciones utilizadas,

ya descritas en Material y Métodos.

En el lavado de la cromatografia en DEAE-Sepharosa de un
extracto proteico de embriones de 62 h, obtenido por precipitacién con
(NH,).SO,, no se ha encontrado ninguna actividad HAT. Sin embargo, al
eluir las proteinas retenidas con un gradiente lineal 10-350 mM en NH,CI
se obtienen dos picos de actividad enzimatica denominados A y B (Figura
4). El pico A eluye alrededor de 150 mM en el gradiente de NH,Cl, mien-
tras que el B eluye a 300 mM. Las fracciones de los picos sefialadas con
una barra en la Figura 4 se reunieron y las proteinas se concentraron por
ultrafiltracién y se aplicaron en una columna de Ultrogel AcA34. Ambas
HAT eluyen de nuevo como picos unicos y éstos se utilizaron para estu-
diar la especificidad de las dos actividades enzimiticas frente a las histo-
nas y frente a nucleosomas. La Figura 5 muestra que la HAT B acetila la
histona H4, tanto cuando se utilizan histonas de guisante como sustrato
como cuando las histonas son de eritrocito de pollo. Este enzima no modi-
fica las histonas cuando éstas se encuentran formando nucleosomas. La
Figura 5 también muestra que la HAT A acetila a la histona H3 cuando se
utilizan histonas de guisante libres como sustrato, pero, en este caso, la
HAT A es menos especifica, pues acetila ademds otros polipéptidos de na-
turaleza desconocida. Frente a histonas de eritrocito de pollo este enzima
modifica H5, H4 y una proteina no conocida. Sin embargo, la actividad
HAT A se muestra mas especifico cuando se utilizan oligonucleosomas como
sustrato (Figura 5); acetilando exclusivamente la histona H3. Algunas ve-
ces, la digestion de cromatina con nucleasa de micrococo, utilizada para la

obtencién de los oligonucleosomas, puede producir la liberacién de histo-
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GURA 4. Perfil de elucién de la cromatografia en DEAE-Sepharosa CL-6B
de un extracto de embriones de 62 h (50 g) obtenido por pre-
cipitacién con (NH4)2S04. Sb6lo se representa la regidén corres-
pondiente al gradiente en NH4Cl donde se detectdé actividad
HAT. Después de aplicar el extracto, la columna (12 cm x 2 cm)
se lavé con 5 volumenes de tampén B y se eluyeron las protei-
nas retenidas con un gradiente lineal 10-350 mM en NH4Cl (0.5
1) a un flujo de 45 ml/h, recogiéndose fracciones de 7 mi.
(— ) A2SO; (o—-0) actividad HAT; (**') gradiente de NH”CIl.
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FIGURA 5. Especificidad de 1los enzimas HAT obtenidos por precipitacién

con (NH4)2SOa. Después de 1la incubacién con [l-a,a]-acetil-
CoA, 1las histonas se separaron por electroforesis en gel de
poliacrilamida en presencia de SDS. A) gel tefiido con azul
Coomassie. B) fluorograma. Carreras 1-3, histonas de eritro-
cito de pollo; 4-6, histonas de guisante; 7-9 nucleosomas de
guisante. Las carreras 1, 4 y 7 son controles de acetilacién
no enzimadtica donde las fracciones se sustituyeron por tampén
B. Carreras 2, 5y 8, HAT A; 3, 6 y 9, HAT B.
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nas. Por tanto, la banda radiactiva en la carrera 8 de la Figura 5 podria
corresponder a H3 liberada por la digestion y no tratarse de una histona
integrada en nucleosomas. Para excluir esta posibilidad se llevé a cabo un
experimento en el cual después de la incubacién de los oligonucleosomas
con acetil-CoA e histona acetiltransferasas, como se describe en Material y
Métodos, la mezcla se ultracentrifugé a 240000xg durante 6 h a 4°C. Bajo
estas condiciones, los mononucleosomas sedimentan mientras que las histo-
nas libres permanecen en el sobrenadante. Una vez eliminado el exceso de
[1-*%*C]-acetil-CoA, la radiactividad en este sobrenadante resulté insigni-
ficante. Esto demuestra que la histona H3 marcada se encuentra formando

parte de nucleosomas.

La HAT B, por su elucién en la cromatografia de DEAE-
Sepharosa y su preferencia exclusiva por H4, coincide con el enzima des-
crito en plantulas de guisante (Salvador et al., 1985). Su imposibilidad de
acetilar histonas en nucleosomas, asi como su especificidad por H4, sugie-
ren que esta actividad corresponde a la forma B o forma citoplasmitica de
la HAT descrita en otros organismos (Libby, 1978; Sures y Gallwitz,
1980; Garcea y Alberts, 1980; Wiegand y Brutlag, 1981; Lépez-Rodas et
al., 1985; Richman et al., 1988).

La otra actividad enzimdtica obtenida por precipitacién con
(NH,)2SO,, que eluye a 150 mM en NH,Cl de la cromatografia de inter-
cambio aniénico, puede interpretarse como la forma A o forma nuclear de
la HAT encontrada en otros muchos eucariotas (Garcea y Alberts, 1980;
Sures y Gallwitz, 1980; Belikoff et al.1980; Travis et al., 1984; Lépez-
Rodas et al., 1985). Su elucién caracteristica en gradientes de fuerza i6-
nica, y fundamentalmente, su capacidad para aceptar nucleosomas como

sustrato, son decisivas para su identificacién como forma A de la HAT.

Los resultados obtenidos mediante el procedimiento de ex-
traccién de proteinas por precipitacién con sulfato aménico al 90% de satu-
racién claramente muestran, claramente, la existencia de al menos dos
actividades HAT distintas en embriones de guisante. Sin embargo, y como

se ha comentado anteriormente, este procedimiento de extraccién tiene el
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inconveniente de que la fracci6én enzimatica es sometida a una elevada con-
cetracién salina (3.5 M en (NH,).SO,), lo cual puede afectar al grado de
actividad enzimdtica recuperada, asi como a otros posibles enzimas HAT
que no son por ello detectados. En este sentido, se ha observado que
partiendo de igual cantidad de embriones, del mismo tiempo de germina-
cién, se obtienen niveles de actividad HAT variables, especialmente con la
HAT A. Wiegland y Brutlag (1981) también han observado en Drosophila

melanogaster que la utilizacién del sulfato aménico en las etapas de purifi-

caciébn de HAT puede producir pérdidas en la actividad recuperada, que

ademias de ser variables suelen ser elevadas.

Un problema adicional que plantea la utilizacién del
(NH,).SO, en la extraccién de actividades enzimaticas de embriones de
guisante es la elevada cantidad de lipidos existentes en el homogeneizado,
especialmente cuando los tiempos de germinacién son cortos. Cuando el
extracto enzimitico crudo se lleva al 90% de saturacién con (NH,),SO, y
se centrifuga, tal y como se ha indicado en Material y Métodos, sélo se
recupera un pequefio sedimento de proteinas precipitadas, quedando la
mayor parte en una capa flotante junto con los lipidos. Esto dificulta la
obtencién de la fraccién proteica y probablemente afecte a las actividades
enzimiticas. La utilizacién de detergentes (Triton X-100) no ha dado bue-
nos resultados, pues eran necesarias concentraciones tan elevadas que

producian la pérdida irreversible de las actividades enzimiticas.

3.1.2 EXTRACCION POR PRECIPITACION CON PEG

El polietilenglicol (PEG) se ha utilizado algunas veces para
la obtencién de actividades HAT (Garcea y Alberts, 1980; Belikoff et al.,
1980). A fin de evitar que los extractos enzimiticos estén sometidos a una
fuerza iénica muy elevada se ha empleado la precipitacién con PEG 20%
(p/v) para la obtencién de actividades HAT de guisante. Para ello el ho-
mogeneizado crudo, filtrado y centrifugado, se llevé al 20% en PEG (Mr
8000) por adicién del producto sélido. Tras recoger el precipitado de
proteinas y dializarlo se aplicé en una columna de DEAE-Sepharosa, la

cual después del lavado se eluyé con un gradiente en NH,Cl (Figura 6).
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FIGURA 6. Perfil de elucién de la cromatografia en DEAE-Sepharosa de 1la
actividad HAT obtenida por precipitacién con PEG 20%. A) el
extracto proteico crudo se aplicé en una columna (17 cm x 3
cm) de DEAE-Sepharosa CL-6B y se ©Oluyé con un gradiente de 400
mi (10-350 mM NH4Cl) a un flujo de 40 ml/h (fracciones de 5
mi). Después del ensayo de actividad HAT, las fracciones in-
cluidas en la barra de la Figura A se reunieron y las protei-
nas se aplicaron de nuevo en una segunda columna de DEAE-Se-
pharosa (17 cm x 2 cm). B) perfil de elucién de 1la segunda
cromatografia (550 mi de gradiente, 25 ml/h, 5 ml/fraccién).
(— ¢ A2ao. ¢-—-0) actividad HAT; (***) gradiente NHA4CI.
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Dada la baja resolucién conseguida con esta primera cromatografia (Figura
B6A) el pico de actividad se recogié y se volvid a cromatografiar en una
segunda columna de DEAE-Sepharosa (Figura 6B). La Figura muestra un
tinico pico de actividad HAT que eluye aproximadamenté a 150 mM en
NH,Cl. El estudio de la especificidad de esta actividad enzimética,
después de su purificacion por Ultrogel AcA34, muestra que el enzima
acetila la histona H3 cuando se ensaya frente a histonas homélogas y ace-
tila H5, H4 y una proteina cuya movilidad se encuentra entre HS5 y las
histonas de "core" cuando se utilizan histonas de eritrocito de pollo como
sustrato (Figura 7) . Mediante este procedimiento de precipitacién con PEG
20%, en varias extracciones realizadas, siempre se observé un tnico pico
de actividad eluyendo alrededor de 150 mM en NH,Cl y ninguna otra acti-
vidad HAT.

El comportamiento cromatogrifico, asi como la especificidad
frente a las distintas histonas, muestran que el enzima obtenido por pre-
cipitaciéon con PEG 20% corresponde a la HAT A obtenida por precipitacién

con sulfato aménico.

Del precipitado de PEG 20%, sélo se ha obtenido una tnica
actividad HAT, la forma A. Si se aumenta la fuerza iénica en el sobrena-
dante se consigue precipitar otra actividad HAT. Los mejores resultados
se han obtenido con una concentracion en NH,Cl de 0.15 M, y aunque
siempre se ha obtenido con un nivel de actividad bajo, puede afirmarse
que se trata de la forma B que se obtiene también por precipitacién con
(NH,).SO,. La Figura 8 muestra el perfil de elucién de la cromatografia
en DEAE-Sepharosa, asi como la especificidad del pico de actividad obte-
nido por esta precipitaciéon con NH,Cl 0.15M del sobrenadande de PEG al
20%.

Comparando este procedimiento con el de la precipitacién
con (NH,),SO,, puede decirse que ambos proporcionan las mismas activi-
dades HAT (A y B), pero los niveles de actividad recuperados de cada
forma del enzima por los dos procedimientos son distintos. Asi, la preci-

pitacion con PEG 20%, conduce a la obtencién de mayor cantidad de HAT



FIGURA 7. Especificidad de 1la histona acetiltransferasa obtenida por
precipitacién con PEG 20%. Las histonas marcadas por el enzima
se sometieron a electroforesis en gel en presencia de SDS. A)
gel tefiido con azul Coomassie. B) fluorograma. 1, histonas de
eritrocito de pollo. 2, histonas de guisante.
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FIGURA, 8. Elucién en DEAE-Sepharosa y especificidad de 1la HAT obtenida

del sobrenadante de PEG 20% 0.15 M en NH*Cl. A) perfil de elu-
cién. (— ¢) A2a0; (@ 9 actividad HAT; (*'*) gradiente de
NH4Cl. Se utilizdé una columna de 8 cm x 2 cm, eluyendo con 100
mi de gradiente a 30 ml/h. Fracciones de 3.5 mi. B) especifi-
cidad frente a histonas de guisante. 1, gel téfiido con azul
Coomassie. 2, fluorografia.
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A activa, mientras que ocurre lo contrarioc con la forma B, obteniéndose
un nivel mayor por la precipitacién con (NH,).SO,. Por otro lado, nin-

guno de los dos procedimientos posee ventajas préacticas respecto al otro.

3.1.3 EXTRACCION POR ULTRACENTRIFUGACION EN PRESENCIA DE
NH.Cl 0.5 M

Este procedimiento consiste en realizar la homogeneizacién
utilizando un tampén con una concentracion en NH,Cl 0.5 M. Esta con-
centracién salina favorece la disociacién de los posibles enzimas que se
encuentren unidos a la cromatina (Libby, 1978; Belikoff et al., 1980
Fukushima et _al., 1980; Bohm et al., 1980). A diferencia de los dos pro-
cedimientos anteriores, en éste no existe ninguna etapa de precipitacién
de proteinas que pudiese afectar a las distintas actividades HAT. A nivel
prdactico, aunque el volumen de extracto enzimitico obtenido por este pro-
cedimiento suele ser grande, esto no supone ninguna dificultad, ya que el
siguiente paso es una cromatografia de intercambio i6nico donde las pro-
teinas van a ser concentradas. Por otro lado, el tiempo y el trabajo em-
pleados para la realizacién de la extraccién por ultracentrifugacién son
mucho menores que los que requieren los otros dos procedimientos des-

critos.

Se ha comprobado que mediante la etapa de ultracentrifuga-
cién se elimina el 43% del DNA presente en el extracto crudo inicial, que-
dando en el sobrenadante una concentracién en &cidos nucleicos todavia
elevada y superior a la que se obtiene mediante el procedimiento de preci-
pitacién con sulfato aménico. Quizas ello explique, al menos en parte, que

tampoco aqui sea posible medir la actividad HAT en el extracto crudo.

Tras aplicar el extracto enzimiAtico en DEAE-Sepharosa, la
columna se lavé con 5 volimenes de tampén B. El ensayo de actividad de
las fracciones correspondientes a este lavado, llevadas a 100 mM en NH,Cl
para evitar la acetilacién quimica, no revelé ningin pico de actividad
HAT. Las proteinas retenidas en la columna se eluyeron primero con un
gradiente lineal en NH,Cl (10-350 mM) y después con tampén B 1 M en
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esta sal. Las fracciones recogidas en este iltimo paso se dializaron frente
a tampén B 100 mM en NH,Cl y su ensayo no mostré ninguna actividad
enzimitica HAT. Los enzimas HAT presentes en el extracto enzimético ini-
cial son retenidas en DEAE-Sepharosa y eluyen todos ellos en el gradiente
10-350 mM en NH,CI.

La Figura 9A muestra el perfil de elucién de la columna de
DEAE-Sepharosa con el gradiente en NH,Cl, 10-350 mM. El ensayo de las
fracciones, utilizando histonas de eritrocito libres, revela hasta cuatro pi-
cos de actividad HAT, designados como Al, A2, A3 y B y que eluyen a
100, 150, 200 y 300 mM en el gradiente de NH,Cl, respectivamente. Las
mismas fracciones se dializaron frente a tampén B 35 mM en NH,Cl y se
ensayaron utilizando como sustrato nucleosomas y una suspensién de cro-
matina (obtenida segin el apartado 2.2.4). La Figura 9B muestra el
resultado de este ensayo. Se observa claramente que tan solo el pico de
actividad designado como A2 es capaz de acetilar a estos sustratos. La
menor actividad sobre la cromatina probablemente sélo refleja el estado

poco solubilizado de este sustrato.

El estudio de especificidad de las actividades HAT, utili-
zando histonas de guisante como sustrato (Figura 10), muestra que los pi-
cos Al, A2 y A3 acetilan preferentemente la histona H3, mientras que el
pico B acetila exclusivamente H4. Ninguna de las actividades es capaz de
modificar, en las condiciones utilizadas, a las histonas H2A o H2B. La
HAT A2 es la menos especifica, pues acetila ademids de H3 dos polipépti-
dos cuya movilidad electroforética estd4 entre H3 y H4, mientras que Al y
A2 muestran especificidad exclusiva por la histona H3. Los distintos enzi-
mas HAT obtenidos de DEAE-Sepharosa se purificaron posteriormente por
Ultrogel AcA34 y mostraron, en todos los casos, la misma especificidad

que la que se acaba de describir.

" La elucién en la cromatografia de intercambio i6énico, asi
como su especificidad por la histona H4, indican que el pico B obtenido
por ultracentrifugacién en presencia de NH,Cl 0.5 M corresponde a la

HAT B obtenida en los dos procedimientos anteriores. Del mismo modo, el
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FIGURA 9. Perfil de elucién de 1la cromatografia en DEAE-Sepharosa CL-6B

de un extracto obtenido de 50 g de embriones de 62 h por
ultracentrifugacién en presencia de NH*Cl 0.5 M. A) perfil de
actividad frente a histonas libres.B) Las mismas fracciones se
dializaron y se ensayaron frente a oligonucleosomas y croma-

tina de guisante. (— ¢ A280; (®~°) actividad HAT frente a
histonas libres; (B-¢) HAT sobre nucleosomas; (A& A) actividad
frente a cromatina; (***) gradiente de NH*Cl. Columna de 18 cm

x 3 cm, 80 ml/h, 1200 mi de gradiente y fracciones de 12 mi.
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FIGURA 10.Especificidad de las actividades HAT obtenidas de DEAE-Sepharosa de la elucién de la Fi-
gura 9. Las histonas de guisante incubadas con las distintas fracciones, se separaron por
electroforesis en gel de poliacrilamida-SDS. A) gel tefiido con azul Coomassie. B) fluoro-

grama. Los numeros corresponden a la fraccidén ensayada.
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pico A2 puede identificarse como el enzima A obtenido por precipitacién
con (NH,),SO, y por precipitacién con PEG 20%, dada su elucién a 150
mM en NH(Cl, su capacidad para aceptar nucleosomas como sustrato y su
especificidad por H3 y dos polipéptidos de naturaleza desconocida que
mueven entre H3 y H4 en la electroforesis en gel en presencia de SDS.
Por otro lado, la extraccién por ultracentrifugacién en presencia de NH,Cl
0.5 M proporciona, después de la cromatografia en DEAE-Sepharosa, dos
nuevos picos de actividad (Al y A3) que no se detectan por los otros dos
procedimientos. Es posible, por tanto, que la precipitaciéon con (NH,),SO,
y con PEG 20% produzcan la pérdida de las actividades HAT Al y A3, de-
bido quizds a una inactivacién irreversible. También se observa que las
HAT A2 y B se extraen por el método de ultracentrifugacién en un estado
mucho mds activo que por los dos procedimientos anteriores, que suponen
etapas de precipitacién de proteinas. Asi, por ejemplo, hemos comprobado,
en varias extracciones realizadas, que partiendo de igual cantidad de em-
briones del mismo tiempo de germinacién, se obtiene entre 2 y 3 veces
més actividad HAT A2 y alrededor de 2 veces mds HAT B por ultracen-
trifugacion en presencia de NH,Cl 0.5 M que por precipitacién con
(NH,)2SO, al 90% de saturacién. Esto paréce significar que para las acti-
vidades HAT, las extracciones que emplean etapas de precipitacion de
proteinas pueden producir pérdidas en el nivel de actividad enzimatica re-
cuperada.Esto mismo también se ha observado para HAT en otros
organismos (Wiktorowicz y Bonner, 1982; Wiegand y Brutlag, 1981). Con
todo, se puede concluir que de los tres procedimientos de extraccién utili-
zados la obtencién de HAT de guisante, el que mejores resultados ha pro-
porcionado es la homogeneizacién y ultracentrifugacién en presencia de
NH,.Cl 0.5 M. Cabe sefialar que este método no parece afectar a los nive-
les de actividad de los distintos enzimas, pues la actividad de los picos
enzimiticos recuperados en distintas extracciones, con embriones de igual

edad, es la misma.

Con objeto de averiguar si la concentracién de NH,Cl en el
tampén de homogeneizacién y ultracentrifugacién puede afectar a la ex-
traccién de los distintos enzimas, se realizé6 la siguiente experiencia.

Inicialmente, el homogeneizado se obtuvo con tampén B' en ausencia de
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NH,Cl. Tras la ultracentrifugacién, el sedimento, donde se encuentra
ahora la mayor parte de la cromatina, se extrajo con el mismo tampén pero
0.5 M en NH.Cl y se ultracentrifugé nuevamente. Se repiti6 la misma ope-
racién con tampén B' 1 M en NH,Cl. Tras dializar los sobrenadantes obte-
nidos, se aplicaron en columnas de DEAE-Sepharosa que se eluyeron como
se ha descrito en Material y Métodos. La Figura 11 muestra los resultados
de esta experiencia. La extraccién en ausencia de NH,Cl produce funda-
mentalmente dos picos de actividad que eluyen a 100 y 300 mM en el gra-
diente de NH,Cl. Estos picos pueden identjfical_'se como HAT Al e HAT B.
También extracto se obtiene un pequefio pico que eluye entre 140 y 220
mM en NH,Cl y que podria corresponder a parte de los enzimas A2 y A3
(Figura 11A).

El perfil de actividad obtenido de la reextraccién del primer
sedimento de la ultracentrifugacién con tampén 0.5 M en NH,Cl, muestra
un solo pico de actividad que eluye a 150 mM en el gradiente de concen-
tracién salina y por ello puede identificarse como HAT A2 (Figura 11B).
La reextraccién con tampén 1 M, no manifiesta ninguna actividad enzima-
tica en el eluido de DEAE-Sepharosa (Figura 11C). Por tanto, puede con-
cluirse que la extraccién a 0.5 M en NH.Cl es suficiente para la obtencién
de las HAT de embriones de guisante, ya que la utilizacién de una con-
centracién superior (1 M) no conduce a la obtencién de una mayor activi-
dad enzimitica. Por otro lado, la concentracién 0.5 M es n_ecesaria, pues
se requiere para la obtener la HAT A2. Probablemente, esta concentracion
salina provoca la disociacién del enzima de la cromatina, la cual sedimenta
en gran medida, en la ultracentrifugacién. Este resultado estd de acuerdo
con los obtenidos en distintos organismos por otros autores quienes han
descrito la disociacifm de la HAT de la cromatina a 0.5 M en NaCl (B&hm
et al., 1980; Chicoine et al., 1987), en KCl (Belikoff et al., 1980) o a
concentraciones ligeramente superiores, 0.6 M KCl (Fukushima et al.,
1980) o inferiores, 0.4 M NaCl (Candido, 1975; Travis et al., 1984). Este
comportamiento caracteristico de la HAT A2 de embriones de guisante
apoya ain mids el supuesto de que se trata de un enzima nuclear o forma
A de la HAT, descrita en muchos otros eucariotas (Doenecke y Gallwitz,
1982).



280

2.0

1.0

0.3
02
0.1
30 60 30 60 15 30
N° FRACCION

FIGURA 11.Extraccién de HAT por ultracentrifugacién con distintas concentraciones de NH4CL. Perfil

de elucién de la cromatografia en DEAE-Sepharosa de:

A) sobrenadante de la ultracentrifu-
gacién en ausencia de NH4Cl. B)

sobrenadante de la ultracentrifugacién después de llevar
el sedimento anterior a 0.5 M en NH"Cl. C) sobrenadante de la extraccién en tampén Bl 1 M
en NH,Cl. En A) se utilizdé una columna de 16 cm x 2 cm, en B) de 7 cm x 2 cm y en C) de 3
cm x 2 cm. En A) y B) se eluydé con un gradiente de 350 mi a 30 ml/h
C) el gradiente fue de 120 mi a 15 ml/h
HAT; (e°') gradiente de NHACI.

(5 ml/fraccidén) . En
(3.5 ml/fracciédn). (»— ¢ A;BO; (o— -0) actividad
Las graficas estadn representadas a la misma escala.
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El hecho de que las actividades Al y B se obtengan por
extraccién en ausencia de NH,Cl, sugiere que se trata de enzimas que en
la célula se encuentran en forma libre; Cabia esperar este resultado simi-
lar para el pico B, pues como se ha indicado anteriormenté, su especifici-
dad por H4 asi como su incapacidad para acetilar nucleosomas, sugerian
que se trata de la forma B o citoplasmitica de la HAT. Dado que el pico
Al tampoco acetila nucleosomas (Figura 9B) y que posee especificidad ex-
clusiva por H3 (Figura 10) podemos suponer que este enzima es también
una forma citoplasmatica. De hecho las histonas H3 y H4 son acetiladas en
el citoplasma anteé de ensamblarse en nucleosomas (Ruiz-Carrillo et al.,
1975; Jackson et al., 1976; Allis et al., 1985; Chicoine et al., 1986).

Los resultados obtenidos para la HAT A3 no permiten dedu-
cir de un modo claro cual es la concentracién en NH,Cl a la que se
extrae, pues por un lado, este enzima siempre se obtiene con mucha
menos actividad que las otras HAT (por ejemplo compéarese el pico de acti-
vidad A3 con los otros picos enzimAticos en la Figura 9A) y por otro lado

A3 puede coeluir parcialmente con A2, lo que dificulta que,sea detectado.

3.2 CARACTERIZACION DE LAS HISTONA ACETILTRANSFERASAS

Las actividades enzimiticas obtenidas de la cromatografia en
DEAE-Sepharosa, principalmente por el procedimiento de ultracentrifuga-
cién en presencia de NH,Cl 0.5 M, se purificaron por Ultrogel AcA34 y
los picos de actividad eluidos se utilizaron para la caracterizacién de las

distintas HAT de embriones de guisante.

3.2.1 MASA MOLECULAR

Mediante la cromatografia de exclusién molecular en Ultrogel
AcA34 se consiguié una purificacién de entre 3 y 5 veces, determinada
como incremento en la actividad enzimitica por unidad de masa de pro-
teina. Ademis, esta cromatografia sirvié para determinar los valores
aproximados de la masa molecular relativa de las distintas HAT, después

del calibrado de la columna con patrones de masa molecular conocida. La
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Figura 12 muestra los perfiles de elucién de estas cromatografias. Los en-
zimas Al, A3 y B eluyeron como picos tinicos correspondiéndoles valores
de masa molecular relativa aproximada de 90000, 100000 y 160000, respec-
tivamente. La actividad HAT A2 eluye de Ultrogel en dos picos que se
corresponden con proteinas de aproximadamente 120000 y 50000 de masa
molecular relativa. El estudio de especificidad de estos dos picos de acti-
vidad frente a las histonas indica que ambos acetilan a las mismas protei-
nas (Figura 13). Este resultado permite sugerir que la HAT A2 podria ser
una proteina dimérica constituida por dos subunidades que probablemente
son idénticas. Las dos formas, dimero y monémero, son cataliticamente
activas. Travis et _al. (1984) en levadura, han obtenido un resultado si-
milar con una HAT nuclear. El enzima de levadura purificado tiene una
masa molecular de 110000 Da y mediante electroforesis en gel se observa,
invariablemente, una banda, a la que le corresponde una masa molecular
de 55000 Da, en las fracciones gque presentan actividad HAT. Estos auto-
res han sugerido que el enzima debe estar constituido por dos subunida-
des idénticas de 55000 Da. La HAT A2 de embriones de guisante, proba-
blemente, se disocie dando lugar a monémeros durante la concentracién
por ultrafiltraciéon antes de aplicarse en la columna de Ultrogel. Luego,
durante el desarrollo de la cromatografia, dimero y monémero se separan

por exclusién molecular.

3.2.2 EFECTO DEL NH,Cl

Dado que las actividades HAT se purifican parcialmente me-
diante cromatografia en DEAE-Sepharosa eluyéndose con concentraciones
crecientes de cloruro aménico, se estudié la influencia de esta sal sobre
las actividades enzimAticas, para lo cual, éstas se ensayaron a distintas
concentraciones de NH,Cl, entre 0 y 500 mM (Figura 14). Los valores de
actividad enzimitica se obtienen restando a la incorporacién de radiactivi-
dad total, la correspondiente a los controles obtenidos por incubacién de
las mismas fracciones previamente inactivadas por calor (70°C, 10 min.).
Las cuatro HAT se inhiben por el NH,Cl a concentraciones superiores a
100 mM. Este efecto probablemente sea consecuencia del ‘aumento de la

fuerza i6nica. En este sentido, las HAT descritas en otros eucariotas tie-
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Perfiles de elucién de las histona acetiltransferasas de gui-
sante en Ultrogel AcA34. La columna (120 cm x 1.8 cm) equili-
brada en tampén B 100 mM en NH*Cl se eluyé a 12 ml/h y las
fracciones recogidas se ensayaron directamente. (— ) A2BO;
© o actividad HAT. Las flechas indican 1los volumenes de
elucién de los marcadores de masa molecular, a, azul dextrano,
Mr 2000000; b, catalasa de higado de vaca, Mr 240000; c,
aldolasa de musculo de conejo, Mr 158000; d, invertasa de
levadura, Mr 120000; e, ovoalbumina, Mr 45000; £, lisozima de
huevo, Mr 14000 y g, rodamina, Mr 600.



FIGURA 13.Especificidad de los picos de actividad obtenidos por cromato-
grafia en Ultrogel AcA34 de la HAT A2 (Figura 12). Las histo-
nas incubadas con 1las distintas fracciones se sometieron a
electroforesis y posterior fluorografia. A) gel tefiido con
azul Coomassie. B) Fluorograma. 1 y 6, controles de acetila-
cién no enzimatica; 2 y 4, primer pico de la elucién; 3 y 5,
segundo pico. 1-3 histonas de eritrocito de pollo; 4-6 histo-
nas de guisante.
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FIGURA 14. Efecto de la concentracién de NH4Cl sobre las actividades HAT
de embriones de guisante. Los ensayos se realizaron utilizando
histonas de eritrocito de pollo, a 37°C durante 20 min. La ac-
tividad estd expresada como porcentaje relativo al maximo ob-
tenido para cada enzima. Los puntos representan la media de
tres ensayos independientes. Actividades maximas (dpm incorpo-
radas enzimaticamente): Al 100% = 2765%175; A2 1008 =
3110+324; A3 100% = 1100+233; B 100% = 3314%297.
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nen un comportamiento similar ya que todas ellas se inhiben por sales mo-
novalentes a concentraciones superiores a 100-150 mM (Wiegand y Brutlag,
1981; Wong y Patton, 1985; Travis et al., 1984; B6hm et al., 1980). Esta
inhibicién es reversible y se recupera la actividad por diéﬁsis. Esto mismo

también ocurre con las HAT de embriones de guisante.

A concentraciones por debajo de 100 mM, el comportamiento
de las HAT de guisante es diferente; asi, la HAT B se inhibe desde el
principio mientras que las HAT Al, A2 y A3 presentan maximos de activi-
dad entre 40 y 80 mM. Esta activacién a bajas concentraciones salinas
también se ha observado en algunos organismos (Wiegand y Brutlag, 1981;
Travis et _al., 1984), aunque en otros el comportamiento es similar al que
hemos encontrado con la HAT B de guisante, inhibiéndose por sales mono-
valentes progresivamente con concentraciones crecientes (BShm et al.,
1980; Garcea y Alberts, 1980). Como podemos observar en la Figura 14,
la inhibicién de las HAT de guisante por el NH,Cl es mids acusada en el
caso de los enzimas Al y A2, que se inhiben al 50% a 100 y 150 mM res-
pectivamente, y no presentan practicamente actividad a 300 mM. Las for-
mas A3 y B se inhiben al 50% alrededor de 200 mM en NH,Cl y conservan
respectivamente, un 25 y 30% de la actividad a 300 mM.

3.2.3 INHIBICION POR COENZIMA A

El coenzima A es un producto de la reacciéon de acetilacién,
por ello se ha estudiado su efecto sobre las HAT. La Figura 15 muestra la
inhibicién de los enzimas de guisante por este reactivo. El comportamiento
de las cuatro HAT frente a distintas concentraciones de coenzima A es
diferente. Asi, las HAT Al, A3 y B se inhiben al 50% a concentraciones
de 25 pM o inferiores, mientras que la forma A2 requiere concentraciones
de 250-300 pM. Esta inhibicién es reversible con todas las HAT de gui-
sante y ya que el coenzima A es un producto de la reaccién, probable-
mente se trate de una inhibicién competitiva. Travis et al. (1984) también
han observado inhibicién reversible por el coenzima A con una HAT de
levadura, aunque en este caso el efecto era mayor, pues se obtenia un

80% de inhibicién a una concentracién de 20 uM.
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FIGURA 15.Inhibicién de las actividades HAT por el Coenzima A. Para cada
' punto se realizaron los correspondientes controles de acetila-
cién no enzimatica, que se restaron a los valores obtenidos de
radiactividad total incorporada. Los ensayos se realizaron por
triplicado, en tampén B, 100 mM NH4Cl, pH 7.9 a .37°C durante
20 min. La actividad estd expresada como porcentaje respecto
de la obtenida en ausencia de Coenzima A. Actividades méaximas:
Al 100% =2333+218; A2 100% = 3554%203; A3 100% = 1501%+189; B

100% = 2866+248.
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El distinto comportamiento de las HAT de embrion de gui-
sante frente al coenzima A permite su diferenciacion y ello constituye una

prueba adicional de que se tratan de isoenzimas distintos.

3.2.4 EFECTO DE INHIBIDORES POTENCIALES DE LAS HAT

Con objeto de proteger a los enzimas de la degradacion
proteolitica, habitualmente muchos autores utilizan, durante la extraccion
y purificacion de las actividades HAT en diversos organismos,inhibidores
de proteasas. A fin de estudiar el efecto de algunos de estosinhibidores
mas frecuentemente utilizados, se ensayaron las distintas actividades HAT
de embriones de guisante en presencia de estos inhibidores. Por otro
lado, Alonso y Nelson (1986) han observado que los iones Zn2'l y Cu2'l
tienen un efecto inhibidor sobre la histona desacetilasa de levadura y han
propuesto que esta propiedad puede servir para obtener histonas acetila-
das al evitar su desacetilacion, sobre todo en aquellos organismos donde
el n-butirato no inhibe a las desacetilasas. Para la obtencionde histonas
hiperacetiladas seria ademas necesario que estos cationes no inhibiesen a
las HAT. Por ello, se ha estudiado el efecto del Zn2'4 y Cu2'4 sobre las
HAT de embriones de guisante. La Tabla I muestra los resultados del
efecto de estos compuestos sobre las distintas HAT. Claramente, el CuCl2
y el ZnCI2 tienen un potente efecto inhibidor sobre todas las formas HAT
de guisante. Estos cationes, ademas de inhibir a las actividades HAT,
también inhiben a la acetilacion quimica, pues la acetilacion observada en
los controles (con enzima inactivado) también era menor en presencia de

estas sedes. La razon de este doble efecto se desconoce.

Los inhibidores de proteasas poseen efectos diferentes, asi
el bisulfito so6dico no afecta en absoluto a las formas A2 y A3 e inhibe
solo un 2% a las forméis Al y B, mientreis que el PMSF tiene un efecto
inhibidor mas acusado afectando a las cuatro formas aunque con distinta

extension.

Podemos concluir que ed menos para guiseinte el Zn2'4 y el

Cu2% no deben utilizarse para provocar hiperacetilacion de histone”, pues



TABLA 1. Efecto de distintos inhibidores potenciales sobre las histona
acetiltransferasas de embriones de guisante.

% ACTIVIDAD
INHIBIDOR
HAT Al HAT A2 HAT A3 HAT B

Sin inhibidor 100 100 100 100
PMSF 5 mM 74 0 25 45
NaHSO., 5 mM 71 100 102 71
CuCl2 5 mM 10 0 0 0
ZnCIl2 5 mM 0 0 0 0

Los ensayos se realizaron por triplicado en tampén B 100 mM NH4Cl, pH 7.9.
Para cada punto se realizé el correspondiente control por inactivacién por
calor (70°C, 10 min). La actividad enzimatica se obtuvo después de restar
el valor medio obtenido del control. Las actividades méaximas en dpm fue-
ron: Al 100% = 3942+249; A2 100% = 1750%93; A3 100% = 592%22; B 100% =
1780+123.
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estos cationes constituyen potentes inhibidores de las HAT. En cuanto a
los inhibidores de proteasas, el PMSF tampoco debe ser utilizado durante

la extracecion de estas actividades.

En ocasiones las formas A y B de las HAT en otros orga-
nismos se han diferenciado por su distinta inhibicién por el DNA (Libby,
1980; Lépez-Rodas et al., 1985). Asi Lépez-Rodas et al. (1985), en leva-
dura, han observado una ligera activacién de la HAT A a bajas concentra-
ciones de DNA (0-0.5 pg/ml) y una posterior inhibicién a concentraciones
mayores, mientras que la HAT B muestra una disminucién continua de la
actividad al incrementar la concentracién de DNA. Con el fin de averiguar
si el DNA afecta también a las HAT de guisante (lo que explicaria en
parte la imposibilidad de medir actividad HAT en extractos crudos, como
ya se ha comentado) y si el comportamiento de los distintos isoenzimas
frente a cantidades variables de DNA es diferente, se realizaron experien-
cias con la HAT A2, enzima probablemente nuclear y con la HAT B, en-
zima casi con seguridad citoplasmitico. Para estos ensayos se utilizaron
histonas de "core" de eritrocito de pollo (sin H1 y H5, para evitar la pre-
cipitacién de complejos DNA-histona) y DNA de esperma de salmén como se
ha indicado en apartado 2.4.1 de Material y Métodos. La Figura 16 mues-
tra los resultados de esta experiencia. Al igual que la HAT A de levadura
(Lépez-Rodas et _al., 1985), la HAT A2 se activa ligeramente a bajas con-
centraciones de DNA, disminuyendo progresivamente después, al aumentar
la concentracién. La HAT B, practicamente, se inhibe desde el principio
al ir aumentando la cantidad de DNA. Asi pues, las dos formas HAT de
guisante ensayadas se inhiben considerablemente por un exceso de DNA
(valores superiores a 100 pg/ml) y pueden diferenciarse por su distinto

comportamiento frente a concentraciones crecientes de DNA.

3.2.5 ACTIVIDAD FRENTE A DISTINTOS SUSTRATOS

La Tabla II muestra los resultados de la actividad de las
HAT frente a distintos sustratos. Las cuatro HAT de embriones de gui-
sante muestran especificidad hacia las histonas, ya que- son éstas los

sustratos mds acetilados. Ninguna de las HAT acetila a la BSA ni al poli-
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FIGURA 16.Efecto del DNA sobre las actividades HAT A2 y HAT B de embrio-

nes de guisante. El ensayo se realizé utilizando histonas de
"core" de eritrocito de pollo. Cada punto es la media de 3 en-
sayos independientes y para cada uno de ellos se realizé el
correspondiente control de acetilacién no enzimatica. La acti-
vidad se representa como porcentaje de la radiactividad incor-
porada enzimdticamente respecto al ensayo en ausencia de DNA.
El 100% de actividad de cada enzima, expresado en dpm fue el
siguiente: A2 = 1100%31; B = 6330+123.



TABLA 1II. Actividad de las histona acetiltransferasas de guisante sobre
distintos sustratos.

% ACTIVIDAD
SUSTRATO
HAT Al HAT A2 HAT A3 HAT B

Histonas de guisante 100 100 100 100
Histonas de eritrocito

de pollo 249 126 159 46
BSA 2 0 3 3
Poli-L-Lisina 0 5 0 0
Sulfato de protamina 10 26 0 0
Espermina 5 0 1 24
Espermidina 0 0 0 13

Todos los ensayos se realizaron por triplicado. Como control de acetila-
cién no enzimatica se incubdé la misma fraccién inactivada por calor (70°C/
10 min) con los distintos sustratos. Los valores representan la actividad
enzimdtica, obtenida después de restar la acetilacién de los controles.
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mero sintético poli-L-lisina, al menos en una extension significativa. Tan
solo la HAT B acetila a las poliaminas espermina y espermidina, pero tam-
bién aqui el grado de acetilacion es mucho mas pequeiio que el obtenido
con las histonas. Libby (1980) en nucleos de higado de rata ha descrito
actividades HAT que modifican tanto a las histonas como a la espermidina,
pero son dos veces mas activas sobre este ultimo sustrato que sobre las
propias histonas. Este no parece ser el caso de la HAT B de guisante,
pues por un lado la acetilacion sobre las poliaminas es mucho menor que
sobre las histonas y por otro la HAT B aparentemente no es un enzima

nuclear y por ello no es comparable a los resultados obtenidos por Libby
(1980).

El sulfato de protamina, una proteina bdsica de bajo peso
molecular rica en residuos de arginina, es acetilada aunque en pequeia

extension por las HAT Al y A2.

So6lo la HAT B parece poseer mayor actividad sobre las his-
tonas de guisante que sobre las histonas de eritrocito de pollo. Las otras
tres forméis Al, A2 y A3, acetilan mejor las histonas de eritrocito de pollo
que las histori¢is homologas, siendo este efecto muy acusado para el caso
de la HAT Al. Se desconoce la razén de esta mayor actividad sobre las

histonas de eritrocito de pollo.

3.2.6 ESPECIFICIDAD FRENTE A LAS DISTINTAS HISTONAS

La distinta especificidad de leis HAT frente a las histonas
permitird por un lado, la identificacién de los enzimas en posteriores ex-
tracciones y por otro apoyar la idea de que se tratan verdaderamente de

isoenzimas distintos.

La Figura 17A muestra la especificidad, frente a histonas
libres, de las cuatro HAT de embriones de guisante de 62h de germina-
cién, obtenidas por ultracentrifugacion en presencia de NH4Cl 0.5 My
purificadas por Ultrogel AcA34. Se puede observar que la HAT Al acetila
exclusivamente la histona H3 cuando se utilizan histonas de guisante como

sustrato, como ya se ha comentado en el apartado 3.1.3. Sin embargo,
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FIGURA 17 .Especificidad de las HAT de embriones dde guisante frente a las

histonas. Después de la incubacién las histonas se sometieron
a electroforesis en gel de poliadcrilamiida en presencia de SDS
Y posterior fluorografia. A) acetilaciién de histonas 1libres
por las cuatro HAT. B) acetilacién de Ihistonas en nucleosomas
por la HAT A2. Carreras 1-5, histonas cde eritrocito de pollo;
carreras 6-10, histonas de guisante; caarreras 11 y 12, histo-
nas de oligonucleosomas de guisante. 1J.,, 6 y 12 son controles
de acetilacién no enzimatica donde 1la i fraccidén se sustituyd
por tampdén B.
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cuando el sustrato son histonas de eritrocito de pollo, este enzima modi-
fica H4 y en menor medida H3. Este diferente comportamiento frente a H4
es, en cierto modo, sorprendente pues la secuencia de aminoacidos de las

H4 de guisante y de pollo son muy similares.

El enzima denominado HAT A2, acetila H3 y otros polipépti-
dos de naturaleza desconocida cuando se ensaya frente a histonas libres
de guisante. El patron de acetilacion es diferente cuando se utilizan his-
tonas de eritrocito de pollo, pues acetila H4 y otras proteinas de mayor
masa molecular que no se han identificado.La HAT A2 es el unico enzima
de embriones de guisante, de los descritos en este trabajo, capaz de ace-
tilar nucleosomas y cuando se utilizan éstos como sustrato, su especifici-
dad es mucho mayor. Asi, elenzima sélo modifica H3 cuando se ensaya

frente a oligonucleosomas de guisante (Figura 17B).

La HAT A3 acetila exclusivamente a la histona H3 de gui-
sante, como ya se ha mostrado en la Figura 10, y también presenta espe-
cificidad exclusiva por H3 cuando se ensaya frente a histonas de eritrocito
de pollo. Del mismo modo, la histona H4 es el unico blanco de acetilacion
de la HAT B, tanto cuando se ensaya con histonas homologas como cuando

las histonas son de eritrocito de pollo.

El comportamiento diferencial de las actividades HAT des-
critas frente a inhibidores y frente a sustratos no histonas y, fundamen-
talmente, los resultados de especificidad hacia las distintas histonas,
mostrados en este apartado, indican que se tratan de cuatro formas isoen-
zimaticas HAT diferentes. Soélo en otros dos organismos se han descrito
cuatro actividades HAT. Yukioka et al. (1984), en higado de rata, han
descrito dos HAT nucleares y otras dos citoplasmaticas, que se diferen-
cian por su especificidad frente a las histonas. En Saccharomyces
cerevisiae, Lopez-Rodas (1987) encuentra cuatro actividades isoenzimaticas
HAT que se diferencian también por su especificidad frente a las histo-
nas. En estos dos trabajos, alguna de las HAT utilizan a las histonas H2A
o H2B como sustrato. Sin embargo, en guisante ninguna de las actividades

HAT es capaz de acetilar a estdis histonas. Como han seflalado Garcea y
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Alberts (1980), la especificidad de las HAT en ensayos "in vitro" utili-
zando histonas libres puede ser distinta a la que tiene lugar "in vivo".
En este sentido, es posible que alguna de las HAT de guisante descrita
en este trabajo "in vivo" pueda acetilar a las histonas ﬁZA y H2B. De
hecho, "in vivo" estos dos tipos de histona parece que sélo son acetiladas
en cromatina y no en forma libre (Allis et al., 1985; Loidl y Grdbner,
1987b; Loidl, 1988) y asi los enzimas sé6lo reconocerian a estas histonas

como sustrato cuando formaran parte de la cromatina.

El hecho de que las histonas de guisante presenten un nivel
de acetilacibn muy bajo (Delange et al., 1969) ha permitido realizar expe-
riencias encaminadas a determinar el nimero de posiciones modificadas por
las HAT. Esto resulta particularmente sencillo con la HAT B, ya que sdélo
acetila a la histona H4, la cual, ademds de no presentar variantes, se ob-
tiene més facilmente en forma pura que el resto de las histonas. Para esta
experiencia se purific6 H4 de guisante mediante cromatografia en Biogel P-
100 como describe Spiker (1982). La H4 purificada se incubé distintos
tiempos con el enzima B y acetil-CoA en las condiciones descritas en
Material y Métodos. Tras eliminar el exceso de acetil-CoA, la histona H4
con distintos grados de acetilacién se sometié a electroforesis en presencia
de acético-urea-Triton, que consigue la separacién de las distintas formas
acetiladas. La Figura 18 muestra los resultados de esta experiencia y de
ella se puede concluir que la HAT B modifica hasta 3 posiciones en la
histona H4, ya que la forma triacetilada se acumula con el tiempo de incu-
bacién. El enzima B, en la mayoria de organismos en los que se ha estu-
diado, se ha relacionado con la acetilacién de la histona H4 previa a su
ensamblaje en nucleosomas, aunque sélo en algunos casos se ha determi-
nado el nimero de posiciones modificadas en esta histona al depositarse en
la cromatina. En Tetrahymena (Allis et al., 1985; Richmax_l et al., 1988),
la histona H4 se modifica por una HAT tipo B hasta un estado diacetilado,

y en esta forma se ensambla en la cromatina. Es posible que en guisante,
el estado triacetilado de H4 producido por el enzima B sea la forma en la
que la histona H4 se ensambla en nucleosomas, a diferencia de los datos

que se poseen de otros eucariotas.
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FIGURA 18.Determinacién del numero de posiciones modificadas sobre la histona H4 por la HAT B. Des-
pués de la incubacién, 1la H4 acetilada se sometié a electroforesis en gel de po-
liacrilamida en presencia de &cido acético-urea-Triton. A) gel tefiido con azul Coomassie.
B) fluorograma. Las cifras indican el tiempo de incubacién en minutos. * constituye un
control de acetilacién no enzimatica donde 1la fraccién se inactivo por calor (70°C, 10
min) y se incubé el tiempo mads largo. P, es un patrén de histonas totales de guisante.
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La mayor dificultad en la purificacion de la histona H3 de
guisante y la menor movilidad electroforética de esta histona en geles de
poliacrilamida en presencia de acido acético-urea-Triton, y por tanto la
baja resolucion de las formas acetiladas, ha impedido obtener resultados
respecto al numero de posiciones modificadas por las HAT A, como se ha
hecho con la HAT B. Un problema adicional, que no se presenta con la
H4, es la existencia de variantes de H3 cuyas movilidades en este sistema
electroforatico son similares (Rodrigo, M.. y Franco, L., comunicacion
personal), lo cual dificulta la identificacion e interpretacion de las bandas
en el gel tefiido y en el fluorograma. Asi, s6lo ha sido posible determinar
qué variantes de H3 son acetiladas por la HAT A3, enzima que es alta-
mente especifico por esta histona (Figura 17). Esto no se ha conseguido
con la HAT Al debido probablemente a su baja actividad sobre histonas
homologas, ni tampoco con la HAT A2 debido a la acetilacion, ademas de
H3, de otros polipéptidos de naturaleza desconocida que impidieron la
acumulacion de H3 en forma hiperacetilada y la interpretacion de los fluo-
rogramas. La Figura 19 muestra la acetilacion producida por la HAT A3
sobre las histonas de guisante. En esta experiencia, se incubaron histonas
totales con fracciones purificadas de la HAT A3, diferentes tiempos.
Después de la separacion de las histonas por electroforesis se realizo la
correspondiente fluorografia. En la Figura 19 puede verse claramente,
como las cuatro variantes de la histona H3 descritas (Rodrigo, M.L. y
Franco, L.) son acetiladas por la HAT A3. El analisis densitométrico ha
mostrado que las cuatro formas de la histona H3 se acetilan por igual, sin

preferencia por ninguna de ellas.
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FIGURA 19. Acetilacién de las variantes de la histona H3 por la HAT A3.
A) gel tefiido con azul Coomassie. B) fluorograma. Las cifras
indican el tiempo de incubacién. * es un control donde el ex-
tracto enzimatico se inactivo por calor y se incubé con las
histonas y acetil-CoA marcado el tiempo més largo. P, es un
patrén de histonas de guisante. Las condiciones de electrofo-
resis fueron las mismas que las descritas en la Figura 18.
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3.3 EXTRACCION, PURIFICACION PARCIAL Y CARACTERIZACION DE
ACTIVIDADES HISTONA DESACETILASA DE GUISANTE

Las actividades HD se han obtenido por ultracentrifugacion
en presencia de NH4Cl 0.5 M, (apartado 2.2.3 de Material y M¢étodos),
que es el que mejores resultados ha proporcionado para las actividades
HAT. Como sustrato se han utilizado histonas de eritrocito de pollo mar-
cadas bioldégicamente, comprobandose que no existe desacetilacion no enzi-
matica de estas histonas en las condiciones de pH, temperatura, fuerza
ionica, etc... utilizadas en este trabajo. Como primer paso de purificacién
de las HD, el extracto crudo dializado se aplico en una columna de DEAE-
Sepharosa y se eluyd en las mismas condiciones que se han descrito para
las HAT. A diferencia de lo que ocurre con la actividad HAT, se detecta
actividad HD en los extractos crudos, si bien se ha observado que la ac-
tividad HD total, después de la cromatografia en DEAE-Sepharosa, es al-
rededor de 2.5 veces mayor que la encontrada en los extractos antes de
este paso de purificacion. Esto probablemente sea debido a la presencia de
algan factor inhibidor que es eliminado en esta cromatografia. Vidali et al.
(1972), en timo de ternera, también han observado una inhibicidon reversi-

ble similar de la HD.

La Figura 20 muestra el perfil de elucion de la cromatografia
en DEAE-Sepharosa. Al igual que ocurre con las HAT, no se ha detectado
actividad HD en el lavado de la columna. Los enzimas HD quedan reteni-
dos en el intercambiador amoénico y eluyen todos ellos en el gradiente 10-
350 mM en NH4Cl. La actividad desacetilasa se resuelve en tres picos de-
signados como HDO, HDI y HD2, eluyendo respectivamente a 150, 200 y
300 mM en NHA4Cl. Los picos HDl1 y HD2 contienen la mayor parte de la
actividad enzimatica aparente, pero el pico HDO se detecté siempre en

todos los experimentos en los que se utilizaron embriones de 62h de

germinacion.

Las fracciones correspondientes a los tres picos, sefialados
por una barra en la Figura 20, se reunieron, se concentraron las protei-

nas por ultrafiltracion y se sometieron a una purificaciéon por cromatogra-
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FIGURA 20.Perfil de elucién de la actividades HD de guisante de la cromatografia en DEAE-Sepharosa
CL-6B. El1 extracto crudo ( 60 g de embriones de 62 h)
cm) y tras lavar con tampédn B,
neal de NH4Cl (10-350 mM). La elucién se llevd a
cabo a 70 ml/h,

(— ¢ HPBO; (@A A) actividad HD; (**¥*)
gradiente NH,Cl. Las fraciones eluidas a 1 M en NH”Cl se dializaron frente a tampén B an-
tes de su ensayo.

se aplicé en la columna (18 cm x 3
se eluyeron las proteinas retenidas con un gradiente 1li-
Después se aplicé tampén B 1 M en NHACL.
recogiendo fracciones de 12 mi.
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fia de exclusion molecular en Ultrogel AcA34. Esta cromatografia consiguio
un incremento de 3 veces en la actividad enzimatica especifica de las HD.
Las tres actividades HD eluyeron de Ultrogel como picos unicos (ver mas
adelante) y las fracciones correspondientes a estos picos enzimadticos se

utilizaron para investigar las propiedades de las distintas HD.

Como se ha hecho con las HAT,se ha estudiado también la
extraccion de actividades HD en presencia de distintas concentraciones de
NH4Cl. La Figura 21 muestra los resultados de esta experiencia, la cual
se realiz6 del mismo modo que se ha descrito para las HAT. Alrededor del
85% de la actividad total se extrae en ausencia de NH4Cl (Figura 21A),
detectandose las tres actividades HD. La reextraccion con tampon Bf 0.5
M en NH4Cl produce la obtencion de un 10% de la actividad total (Figura
21B), fundamentalmente correspondiente a HDl1 y HD2. La reextraccion
con tampon B' 1 M en NH4Cl s6lo permite obtener un 5% de la actividad
total (Fig. 21C). Esto significa que la concentraciéon 0.5 M en NH4Cl es
suficiente para la obtencion de la mayor parte de la actividad HD (>95%)
presente en embriones de 62h y por tanto ésta fue la concentracion que
se escogid para la obtencion de HD en posteriores extracciones. Por otro
lado, los resultados de esta experiencia sugieren que las tres actividades
se encuentran, en su mayor parte, no asociadas a la cromatina, pues se
extraen a una fuerza idnica baja (Fig. 21A). Solo una pequena fraccion de
la actividad HDI y HD2 parece estar asociada al sedimento de la primera
ultracentrifugacion, en el cual se encuentra la mayoria de la cromatina.
Estos resultados son semejantes a los obtenidos por Alonso y Nelson
(1986) en levadura. La actividad HD descrita por estos autores parece en-

contrarse, al menos parcialmente, en forma nativa libre.

3.3.1 MASA MOLECULAR

Se ha determinado la masa molecular relativa de las tres ac-
tividades HD mediante cromatografia de exclusion molecular en Ultrogel
AcA34. La Figura 22 muestra los perfiles de elucion de los tres enzimas
en este sistema cromatografico. La actividad HDO se recuperd a un volu-

men de elucidon correspondiente a una masa molecular relativa cercana a
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FIGURA 21 .Extraccién de actividades HD por ultracentrifugacién a distintas concentraciones de
NH4Cl. La experiencia se realizdé como se indica en el pie de la Figura 1ll. A) extraccién
en ausencia de NH4Cl. B) reextraccién con 0.5 M en NH4Cl, C) reextraccién con 1 M. (— )

ol (*=A) actividad HD; (***) gradiente de NHA4CI.
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90000, mientras que las actividades HD1 y HD2 parecen estar asociadas a
polipéptidos de Mr alrededor de 100000. Estos valores son ligeramente in-
feriores al descrito por Vidali et al. (1972) para una HD de timo de ter-
nera (Mr=150000) y se diferencian mucho de los valores obtenidos por
Kikuchi y Fujimoto (1972), también en timo de termera (Mr 300000-500000)
y por Vu et al. (1987) en levadura (Mr=1000000). Probablemente, estos
valores de masa molecular elevados representan a la HD formando parte de
complejos con DNA y con proteinas cromosomales no histona (Hay y
Candido, 1983a). Las histona desacetilasas de guisante podrian ser formas

libres, no asociadas a complejos y de ahi su menor masa molecular.

3.3.2 EFECTO DE LA FUERZA IONICA

La fuerza i6nica afecta de modo diferencial a las tres activi-
dades HD (Figura 23). Mientras la HD1 presenta un margen estrecho de
concentraciones éptimas, en NH.Cl, cercano a 200 mM, la HD2 muestra un
intervalo mucho mayor, practicamente desde 100 a 400 mM. El comporta-
miento del enzima HDO es muy diferente, su actividad disminuye rédpida y

continuamente al aumentar la fuerza i6énica.

3.3.3 EFECTO DE INHIBIDORES POTENCIALES DE LAS HD

Se sabe que los acidos grasos de cadena corta, especial-
mente el n-butirato, son potentes inhibidores de las HD de vertebrados,
tanto "in vivo" como en ensayos "in vitro" (Candido et al., 1978; Sealy y
Chalkley, 1978; Cousens et al., 1979). Sin embargo, la inhibicién por n-
butirato no parece ser un fenémeno generalizado a las HD de todos los
eucariotas, pues el butirata afecta poco a la actividad HD de Physarum
(Waterborg y Matthews, 1982b) y no inhibe, como tampoco lo hace el pro-
pionato, a la desacetilasa de levadura (Alonso y Nelson, 1986). Para in-
vestigar el efecto de estos acidos grasos de cadena corta sobre las activi-
dades HD de guisante, se incluyeron estos inhibidores potenciales en los
ensayos enzimdticos. Como se ha descrito en Material y Métodos, con ob-
jeto de facilitar la interpretacién de los resultados, la fuerza idnica en

estos ensayos se mantuvo constante, afiadiendo las cantidades apropiadas
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Efecto de la fuerza idnica sobre la actividad de 1las
desacetilasas de embriones de guisante. (¢) HDO; (N) HD1l; (A)
HD2. La actividad se expresa como porcentaje relativo al
maximo alcanzado por cada enzima en esta experiencia. Los pun-
tos representan la media de 3 ensayos independientes. Activi-
dades maximas expresadas como * dpm liberadas: HDO 100%
=31110+215; HD1 100% =16014+198; HD2 100% =4307%201.
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de NH4Cl. Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 24. EIl n-
butirato no tiene ningin efecto sobre la HD1 y so6lo causa una ligera inhi-
biciéon de la actividad HDO y de la HD2, pero en ningun caso, el efecto
del butirato sobre las desacetilasas de guisante es comparable al que tiene
lugar sobre HD de vertebrados. Asi, la HD2, el enzima de guisante mas
sensible al butirato, conserva el 60% de su actividad en presencia de buti-
rato 50 mM, mientras que este inhibidor a una concentracion 5 mM causa
una disminucion del 98% de la actividad histona desacetilasa en animales

superiores (Cousens et al., 1979).

El acetato, sin embargo, es un potente inhibidor de las HD
de embriones de guisante. En la Figura 24 se puede observar una inhibi-
cion del 50% a concentraciones de acetato de 2, 6, y 7.5 mM, para la
HDO, HD1 y HD2 respectivamente. Las HDI y HD2 se comportan de modo
similar, siendo la HDO mucho mas sensible al acetato, ya que a una con-
centraciéon de 16 mM se observa un 9% de inhibicion de la actividad

enzimatica.

Las tres actividades HD de guisante se comportan frente al
propionato de forma muy semejante, alcanzandose el 50% de inhibicion a
una concentracion de propionato cercana a 25 mM para los tres enzimas.
El efecto de este inhibidor es intermedio entre el que provoca el acetato y
el butirato, y esta inhibicion podria explicarse en funcién de la semejanza

estructural con el acetato.

Las HD de embriones de guisante se parecen a la desaceti-
lasa de Physarum (Waterborg y Matthews, 1982b) y a la de levadura
(Alonso y Nelson, 1986) en que son so6lo ligeramente inhibidas por el n-
butirato. En este sentido, las histonas desacetilasas de plantas y de
hongos difieren considerablemente de las de animales vertebrados.
Arfmann y Haase (1981) encontraron un aumento de las formas acetiladas
de H4 al incubar cultivos de Nicotiana tabacum en presencia de butirato
SmM. No sabemos si la pequefia inhibicion ”in vitro”, causada por el buti-
rato a una concentracion 5 mM sobre la HDO y sobre la HD2 podria ser

responsable de la acumulacion de histonas acetiladas. De cualquier modo,
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FIGURA 24 .Efecto del n-butirato, propionato y acetato sobre las actividades HD de guisante. El
ensayo se realizd por triplicado para cada concentracién de inhibidor, a 37°C durante
60 min. (°¢) acetato; (M) propionato; (a) butirato.



87

la situacién "in vivo" debe ser bastante diferente de las condiciones "in
vitro" utilizadas en este trabajo. Alonso y Nelson (1986), para explicar la
insensibilidad "in vitro" de la HD de levadura frente al butirato, han su-
gerido que este inhibidor podria interaccionar con una subunidad regula-
dora de la HD que podria perderse durante el aislamiento del enzima. Esta
misma explicacién puede ser igualmente vilida para las actividades HD de
guisante. Por otro lado, el acetato il_lhibe marcadamente a las HD de em-
briones de guisante y en esto son diferentes a las de otros eucariotas,
como la levadura, donde el acetato no tiene ningiin efecto (Alonso y
Nelson, 1986) o como en algunos vertebrados, donde sélo se observa una
ligera inhibicién (Cousens et al., 1979; Sealy y Chalkley, 1978).

Las poliaminas espermina y espermidina, también se han
descrito como inhibidores de las HD (Libby y Bertram, 1980; Vu et al.,
1987). Sin embargo, la espermina sélo es un inhibidor débil de las HD de
guisante (Figura 25) cuando se compara con el efecto de esta poliamina
sobre la actividad desacetilasa de levadura (Vu et al., 1987). Asi, la ac-
tividad de la HD de Saccharomyces se inhibe totalmente a una concentra-

cién 2 mM en espermina, mientras que la HD de guisante mis sensible, la
HDO, se inhibe sélo al 50% a una concentracién 4.7 mM. Su efecto sobre la
HD1 y HD?2 es aln menos pronunciado (Figura 25). El efecto de las polia-
minas también diferencia a las HD de guisante de las HD de animales su-
periores, mucho mAs sensibles a estos compuestos (Libby y Bertram,
1980).

En la Tabla III se muerstra el efecto de otros inhibidores
potenciales de las actividades HD. Se ha investigado el efecto de inhibido-
res de proteasas (PMSF, NaHSO,, quimostatina y leupeptina) para deter-
minar si las actividades desacetilasa estan de algu'na manera relacionadas
con actividades proteliticas. El PMSF es el tinico que causa una marcada
inhibicién sobre las tres actividades HD. El bisulfato sddico sélo inhibe
parcialmente a la HDO y HD2 y ni la quimostatina, inhibidor de proteasas
tipo quimotripsina, ni la leupeptina, inhibidor de serin- y cistein-protea-
sas (Storey y Wagner, 1986) tienen ningiin efecto sobre la actividad de

las HD de embriones de guisante. Este efecto nulo de los inhibidores es-
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FIGURA 25. Efecto de la espermina sobre 1la actividad de las HD de gui-
sante. (¢) HDO; (EM) HDl1l; (A) HD2. Los ensayos para cada con-
centracién de espermina se realizaron por triplicado en las
condiciones descritas en la Figura anterior.



TABLA III. Efecto de distintos inhibidores potenciales sobre las
actividades histona desacetilasas de guisante.

% ACTIVIDAD

INHIBIDOR

HDO HDI1 HD2
PMSF 5 mM 15 20 17
NaHS03 5 mM 42 100 71
Quimostatina 0.1 p.g/ml 100 100 99
Leupeptina 10 pM 100 99 101
ZnCl 5 mM 0 0 0
CuCl 5mM 0 0 0
PMB 0.25 mM 10 10 0
Colina 5 mM 100 94 100
Colina 10 mM nd 92 100
Eserina 5 pM 100 96 98

nd. no determinado. El1 100% de actividad corresponde a la actividad de
cada HD en un ensayo paralelo en ausencia de inhibidor. Los ensayos se
realizaron por triplicado.
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pecificos de proteasas unido a las condiciones de ensayo, que incluyen
una extraccién con acetato de etilo a pH 4acido, que impide la coextraccién
de péptidos cargados positivamente, permiten eliminar la posibilidad de
que la liberacién de radiactividad por accién de las HD sea debida a la
hidrélisis de enlaces peptidicos mids que a la liberacién de acetato por ro-
tura de enlaces acetamida. La baja rproteoliSis detectada en experiencias
que incluyen electroforesis de proteinas, (ver mis adelante) apoyan aiin
mds esta idea. El ZnCl, y el CuCl, inhiben completamente a las tres acti-
vidades HD coincidiendo con los resultados obtenidos por Alonso y Nelson
(1986) con la HD de levadura. También, los agentes mercuriales como el
PMB tienen un potente efecto inhibidor, coincidiendo con los resultados
observados por Inoue y Fujimoto (1970) en timo de ternera. Como estos
autores sugieren, la inhibicién por agentes mercuriales indica que los en-

zimas poseen grupos tiol esenciales para la actividad.

Se ha estudiado también, el efecto de la colina y eserina
sobre las actividades desacetilasa de guisante, pues Allfrey et al., (1984)
han sugerido que la acetilcolinesterasa podria actuar desacetilando histo-
nas. Los resultados negativos obtenidos con estos inhibidores descartan

esta posibilidad. Las actividades detectadas no son acetilcolinesterasas.

El efecto de las proteinas HMG sobre la actividad histona
desacetilasa continua siendo una cuestién controvertida. Reeves y Candido
(1980) han mostrado que las HMG 1 y 2 activan y las HMG 14 y 17 inhi-
ben a la HD de timo de ternera en ensayos "in vitro", mientras que
Mezquita et al. (1982) en testiculo de gallo no han encontrado inhibicién
por HMG 17 observando, sin embargo, activacién por ubiquitina. Para
determinar el efecto de estas proteinas sobre las HD de guisante, se afia-
dieron a la mezcla a ensayar distintas concentraciones de HMG 1/2, HMG
14 y ubiquitina, obtenidas de eritrocito de pollo. Ni las HMG, ni la ubi-
quitina tienen ningin efecto sobre las HDO y HD2 a ninguna de las con-
centraciones utilizadas (hasta 200 pg/ml). Sin embargo, la actividad de la
HD1 aumenta ligeramente (£ 10%) en presencia de HMG 14 y ubiquitina,
mientras que la HMG 1/2 causa una activaciéon del 50%, a una concentra-

cién de 200 pg/ml (Figura 26). En general pues, la influencia de las pro-
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FIGURA 26.Influencia de las proteinas HMG y ubiquitina sobre la activi-
dad HDI. (#) HMG 1/2; (W) HMG 14; (A) ubiquitina. El1 ensayo se

realizé por triplicado para cada concentracién de efector,

a
37°C, 200 mM en NH4Cl, durante 60 min.
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teinas HMG y ubiquitina sobre la actividad HD de guisante es pequefia.
Las HMG de plantas y animales son diferentes (Spiker y Everett, 1987) y
quizds el efecto de HMG homdlogas puede ser distinto. Sin embargo, hay
reactividad inmunolégica cruzada entre la HMGd y las HMG 1/2 de eritro-
cito de pollo (Spiker y Everett, 1987), lo que sugiere que la activacién de
la HD1 por HMG 1/2 puede ser especifica.

3.3.4 ACTIVIDAD SOBRE NUCLEOSOMAS

Los tres enzimas HD de embriones de guisante son capaces
de utilizar nucleosomas como sustrato. Los nucleosomas de eritrocito de
pollo, conteniendo histonas marcadas, se prepararon a partir de nicleos
obtenidos de reticulocitos preincubados con [®*H]-acetato y se utilizaron en
el ensayo enzimidtico HD como se describe en Material y Métodos. Los re-
sultados de actividad HD sobre oligonucléosomas se muestran en la Tabla
IV. Las tres actividades desacetilan histonas en nucleosomas, si bien pre-
fieren a las histonas libres. Esta preferencia por las histonas libres es
mis marcada con HDO y HD2. En cierto modo, este resultado es sorpren-
dente ya que las histona desacetilasas "in vivo" se encuentran en el
nicleo de la célula y actian directamente sobre las histonas de nucleoso-
mas. Hay y Candido (1983a) han mostrado en células HeLa, donde la HD
se encuentra formando parte de un gran complejo macromolecular junto con
DNA y diversas proteinas no histonas, que las histonas libres son peor
sustrato que las histonas en polinucleosomas. Quizids, la razén de esta
discrepancia sea la utilizacién de unas condiciones diferentes a las que
deben existir "in vivo", ya que los enzimas se han ensayado en forma

libre y los nucleosomas utilizados no son homélogos.

3.3.5 ACTIVIDAD FRENTE A DISTINTOS SUSTRATOS

Ademéas de las histonas de eritrocito de pollo marcadas bio-
légicamente, en forma libre o constituyendo nucleosomas, se ha investi-
gado la actividad HD sobre otros sustratos acetilados. Los resultados
obtenidos se recogen en la Tabla V. Podemos sefialar que ninguno de los

tres enzimas presenta actividad significativa frente a sustratos acetilados



TABLA 1IV. Actividad histona desacetilasa sobre nucleosomas

ACTIVIDAD DESACETILASA

SUSTRATO

HDO HD1 HD2
Histonas libres de
eritrocito de pollo 14776224 8171£250 23801165
Oligonucleosomas de
eritrocito de pollo 2057453 38391207 4001108
% Actividad 14 46 17

Las actividades estédn dadas como dpm liberadas en un ensayo realizado a 40
mM en NH*Cl. La actividad de las histonas incluidas en el ensayo (libres o
en nucleosomas) fue de 90000 dpm. El porcentaje de actividad representa la
desacetilacién de histonas en nucleosomas con respecto a la obtenida con
histonas libres. Todos los ensayos se realizaron por triplicado.



TABLA V. Actividad de las historia desacetilasas de guisante sobre dis-
tintos sustratos acetilados.

ACTIVIDAD DESACETILASA

SUSTRATO

HDO HD1 HD2
Histonas de eritrocito
de pollo marcadas 100 100 100
biolégicamente
Histonas de eritrocito
de pollo marcadas 69 44 22
quimicamente
Histonas de guisante
marcadas quimicamente 30 15 6
Acetil-BSA 0 8 25
Acetil-espermina 0 1 0
Acetil-espermidina 4 0 1
Acetil-putrescina 0 0 0
Acetil-lisina 4 0 0

Ya que la actividad especifica de los sustratos es distinta, se calculéd
primero el porcentaje de acetato liberado respecto de las dpm incluidas en
el ensayo. Posteriormente se tomé como 100% de actividad el porcentaje re-
lativo de acetato liberado cuando se utilizaron histonas de eritrocito de
pollo marcadas bioldégicamente. Los ensayos se realizaron por triplicado.



95

de masa molecular pequefia, como las acetil-poliaminas y la acetil-lisina.
Sobre la BSA, sélo la HD1 y la HD2 parecen ser capaces de desacetilar
algunos grupos modificados de este sustrato artificial. También es impor-
tante sefialar que las histonas acetiladas quimicamente, por tratamiento con
anhidrido acético (ver Material y Métodos), son peor sustrato que las
histonas acetiladas biolégicamente. Existe una sencilla interpretacién para
estos resultados, pues como sugirieron Inoue y Fujimoto (1969) en el pri-
mer trabajo sobre la desacetilacién enzimitica de histonas, la acetilacién
"in vivo", catalizada por ‘acetiltransferasa's, afecta a grupos £-amino espe-
cificos de las histonas de "core", mientras que la acetilacién quimica, con
anhidrido acético, produce la modificacién de un nimero mayor de grupos
de las histonas, grupos a-amino de H2B y H3 y grupos e-amino de lisina
que nos son acetilados "in vivo", incluyendo a la histona Hl. Estos
grupos "extra" acetilados, podrian no ser reconocidos por las histona de-
sacetilasas y en consecuencia las preparaciones enzimiticas de guisante
que se han descrito pueden considerarse como verdaderas histona desace-
tilasas, capaces de discriminar entre histonas acetiladas biolégicamente e

histonas acetiladas quimicamente.

3.3.6 ESPECIFICIDAD FRENTE A LAS DISTINTAS HISTONAS

Para determinar si las actividades enzimidticas HD de em-
briones de guisante reaccionan diferencialmente con las cuatro histonas de
"core" acetiladas se han realizado experiencias en las que las histonas
marcadas, tras distintos tiempos de incubacién con las HD, se sometieron
a electroforesis y fluorografia. El andlisis desitométrico, mediante un ana-
lizador de imagen, de las bandas en el fluorograma y en el gel tefiido con
azul Coomassie (como se describe en Material y Métodos) proporciona la
especificidad de las HD hacia las diferentes histonas de "core", al cuanti-
ficar la liberacién relativa de grupos acetilo de las histonas a lo largo del
tiempo de incubacién. La Figura 27 muestra los resultados de estas expe-
riencias. Cada una de las actividades HD de guisante posee una especifi-
cidad diferente. La HDO desacetila las cuatro histonas de "core" con una
ligera preferencia por H3. Las HD1 y HD2 actian preferentemente sobre
las histonas H2A y H2B, siendo las histonas ricas en arginina H3 y H4
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FIGURA 27 .Especificidad de 1las HD sobre 1las distintas histonas. La

densidad o6ptica integrada (DOI) de cada banda en el fluoro-
grama (B) se dividié por la DOI de las bandas correspondientes
en el gel tefiido (A), obteniendo la densidad éptica integrada
normalizada que representa la medida de radiactividad especi-
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desacetiladas méds lentamente. HD1 y HD2 se diferencian en que la primera
libera mis eficientemente los grupos acetilo de H2B que de H2A, mientras

que HD2 actia con preferencia sobre H2A.

En este trabajo se han descrito tres actividades histona de-
sacetilasa de ejes embriénicos de guisante. El hecho de que no actdan
sobre sustratos acetilados de bajo peso molecular y que las histonas ace-
tiladas quimiéamente rsorn peor stist'ra'tor Qué las acetiladas biolég'icaménte
(Tabla V) constituye el argumento mas importante que apoya la idea de
que se trata de verdaderas histona desacetilasas. El comportamiento
diferencial frente a la fuerza i6nica, concentracién de acetato y butirato,
actividad con nucleosomas y sustratos acetilados quimicamente, asi como la
especificidad frente a las histonas, constituye la mejor evidencia a favor
de que son tres actividades, HDO, HD1 y HD2 que representan especies
moleculares distintas y no agregados de una tnica proteina.

La actuacién de las HD1 y HD2 frente al butirato y NH,Cl y
su preferencia por las histonas H2A y H2B coincide con la descrita por
Rodrigo (1987) con enzimas extraidos de embriones de guisante de 24 h.
En el presente trabajo, se ha descrito una actividad histona desacetilasa,
la HDO, claramente distinta, ademds de estudiar nuevas propiedades de los
enzimas HD1 y HD2, que pueden ayudar a la comprensién de su_ papel
funcional.

Aunque por supuesto la especificidad de las HD de guisante
puede ser diferente sobre nucleosomas homélogos "in vivo", los resultados
obtenidos en los ensayos "in vitro" para las desacetilasas HD1 y HD2, que
actian con preferencia sobre las histonas H2A y H2B, pueden ser signifi-
cativos y reflejar, de algin modo, un papel funcional de la acetilacién de
estas histonas diferente del de la acetilacién de H3 y H4. En este sentido,
Loidl y Grdbner (1987b), en Physarum, han sefialado que la acetilacién de
las histonas H2A y H2B (no de H3 ni H4) esta relacionada con la trans-
cripcién de la cromatina y quizas las HD1 y HD2 de guisante estén impli-

cadas en la desacetilacién posterior a ese proceso.
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3.4 OTROS PROCEDIMIENTOS DE PURIFICACION DE HAT E HD

Con el propésito de averiguar nuevas propiedades diferen-
ciales de los enzimas y .también con el objeto de aumentar la actividad es-
pecifica de las histona acetiltransferasas y desacetilasas se han probado
otros procedimientos de purificacién de proteinas, algunos de los cuales
ya han sido utilizado por diversos autores para HAT e HD en diversos
org'anismosr eucariotas. Asi pbf éjeinﬁlo; Vldah M_ (1972) extraian una
actividad HD de timo de ternera empleando, como primer paso de purifica-
cibn, una precipitacién con 3 volimenes de acetona. Se ha utilizado esta
precipitacion con los enzimas de guisante (tanto HD como HAT) obtenidos
de la cromatografia en DEAE-Sepharosa. Sélo la desacetilasa HD1 mantiene
su actividad después de la precipitacién con acetona, las otras dos HD y
todas las HAT pierden totalmente la actividad, probablemente por desnatu-
ralizacién irreversible. Para la HD1 este sistema es eficaz, ya que se re-
cupera el 75% de la actividad, con un aumento, ademis,de 3.9 veces en la
actividad especifica después de la redisolucién del precipitado de pro-
teinas. El aumento en la actividad especifica es debido a que gran parte
de las proteinas no se solubilizan posteriormente a la precipitacién con

acetona y se eliminan facilmente por centrifugacion.

La precipitacién con sulfato aménico es, probablemente, el
sistema mds utilizado en etapas iniciales de purificacién de actividades
HAT e HD (Sures y Gallwitz, 1980; Lépez-Rodas et al., 1985; Salvador et
al., 1985; Cousens et al., 1979). Con los enzimas de guisante se ha pro-
bado la precipitacién fraccionada con (NH,):SO,, como se describe en
Material y Métodos (apartado 2.3.3.3). La precipitacién con esta sal sélo
se ha mostrado adééuada como paso de purificacion de la HAT B, ya que
este enzima sélo precipita después de llevar la disolucién al 100% de satu-
racion y no se detecta actividad en precipitados correspondientes a con-
centraciones mas bajas. El rendimiento de recuperacién de la actividad
HAT B es alto e implica un aumento de la actividad especifica, como con-
secuencia de la eliminacién de proteinas al llevar, previamente, la disolu-
cion al 50 y 75% de saturacién. Las actividades HAT Al y A2 precipitan

parcialmente al 50 y 75% de saturacién y con los dos enzimas se producen
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pérdidas importantes de la actividad, especialmente con la HAT Al. las
HD1 e HD2 precipitan mayoritariamente al 75 y 50% de saturacién respecti-
vamente, pero también se producen pérdidas de actividad, sin aumento
significativo de la actividad especifica. La no recuperacién de una parte
importante de las actividades enziméticas desaconseja la precipitacién frac-
cionada con (NH,),SO, como etapa de purificacién, tan sélo puede reultar
util para la HAT B.

Algunos autores (Belikoff et al., 1980; Bshm et al., 1980;
Estepa y Pestafia, 1983) han utilizado la cromatografia en DNA-celulosa
para la separacién y purificacion de actividades HAT en diversos organis-
mos eucariotas. Estos autores, ademds, han sugerido que la retencién de
estas HAT por el gel, consecuencia de la afinidad de los enzimas por el
DNA, refleja y también en parte explica, la asociacion de las actividades
HAT a la cromatina. Se ha utilizado la cromatografia en DNA-celulosa con
enzimas de embriones de guisante en la condiciones descritas en el apar-
tado 2.3.3.1 (Material y Métodos). Esta cromatografia se ha realizado con
la HAT A2, enzima con cierta afinidad por la cromatina (ver Figura 11 y
apartado siguiente) y con la HD2, enzima que también parece estar aso-
ciado a cromatina (ver apartado siguiente). En los dos casos, la actividad
se recoge en el lavado de la columna, no siendo retenidos por el DNA.
Estos resultados coinciden con los obtenidos por Travis et al. (1984) con
una HAT obtenida de cromatina de levadura, que tampoco queda retenida

en este sistema cromatogréfico.

También se ha probado la cromatografia de afinidad en
histona-agarosa como etapa de purificacién de los enzimas. En este sistema
cromatogrifico existe la posibilidad de que las proteinas queden también
retenidas por interacciones electroestiticas con los grupos cargados posi-
tivamente de las histonas del gel. Por tanto, sélo puede decirse que tie-
nen verdadera afinidad por las histonas del gel las actividades que eluyen
a fuerzas iénicas mds elevadas que la mayor parte de las proteinas
(maximo de Azso en el perfil de elucién). Los enzimas de guisante se so-

metieron a esta cromatografia en histona-agarosa en las condiciones des-
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pués de eliminar el exceso de sal. Solamente la HAT B y la HD?2 parece
que son retenidas por afinidad, ya que ambas requieren una concentracién
de 0.8 M en NH,Cl para su elucién. Sin embargo, los otros enzimas HAT
e HD eluyeron con el maximo de proteinas (0.2-0.3 M en NH,Cl) o sélo li-
geramente miAs retrasados, lo que indica que estos ultimos enzimas son
retenidos por la histona-agarosa, précticéménte s6lo, por interacciones
electrogstéticas. La Figura 28 muestra, como ejemplo, las eluciones en esta
cromatografia de la HAT A2, HAT B e HDO y en ella puede verse el com-
portamiento diferente de la HAT B respecto a los otros dos, que eluyen
juntol con la mayor parte de las proteinas. Como conclusiéon, es de seifialar
que la cromatografia en histona-agarosa es un buen sistema de purifica-
cién para los enzimas HAT B e HD2, pues produce una purificacién de al-
rededor de 20 veces, con un rendimiento cercano al 85% y no lo es para el

resto de las actividades HAT e HD.

Finalmente, a nivel praictico, cabe sefialar que es posible
conservar las actividades enzimiticas de embriones de guisante por con-
gelacién a -80°C en tampén B. Bajo estas condiciones no se observa pér-
dida de actividad de los enzimas, obtenidos de la cromatografia de DEAE-

Sepharosa o Ultrogel, durante varios meses.

3.5 ACTIVIDADES HAT E HD ASOCIADAS A CROMATINA

Muchos autores, trabajando con distintos eucariotas, han
descrito la obtenci6én de actividades HAT e HD que se encuentran asocia-
das a la cromatina (Racey y Byoet, 1972; Bohm et al. ,1980; Travis et
al., 1984; Hay y Candido, 1983a; Mold y McCarty, 1987). En estado aso-
ciado estos enzimas son capaces de modificar (acetilando o desacetilando) a
las propias histonas de la cromatina a la que se encuentran unidos y se
ha sugerido que este seria el modo en el que estos enzimas se encuentran

y actian en el nicleo de la célula eucariota.

En los estudios realizados con actividades HAT se ha conse-
guido la disociacién del enzima de la cromatina por tratamiento con tampo-

nes con una concentracién alrededor de 0.5 M en sales monovalentes
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IGURA 28. Cromatografia en histona-agarosa de 1las actividades HAT A2;

HAT B e HDO. Las columnas (5 mi de gel) se eluveron a 12 ml/h
y se recogieron fracciones de 1.5 mi (HAT A2) o de'2.5 mi (HAT
B e HDO) que se ensayaron después de dializarlas frente a tam-
pén B (HDO) o tampén B 100 mM en NH4Cl (HAT). (— ¢ A2SO;
(0--«) actividad HAT; @u—aA) actividad HD; (*'*) gradiente de
NH*C1.
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(B6hm et al., 1980; Belikoff et al., 1980; Libby, 1978; Travis et al.,.
1984; Chicoine et al., 1987). Sin embargo, se han descrito algunas HD
asociadas a cromatina, formando complejos, que son estables a concentra-
ciones 1-2 M en NaCl (Hay y Candido, 1983a; Mold y McCarty, 1987), lo
que sugiere que e_l tipo de asociacion de las HAT e HD puede ser dife-

rente.

En embriones de ‘gﬁisante, los résultados que se han pre-
sentado en la Figura 11 parecen indicar una asociacién, al menos parcial,
de la HAT A2 a la cromatina. En cuanto a la HD, la Figura 21 muestra la
extracci6n mayoritaria de las tres formas del enzima en ausencia de
NH,CIl, lo que parece revelar que estas desacetilasas no estan asociadas a
la cromatina. Con objeto de corroborar estos resultados y de determinar
de un modo directo si existe alguna asociacién entre las actividades HAT e
HD y la cromatina se ha estudiado la presencia de estas actividades en
cromatina purificada de embriones de guisante de 62h. La cromatina se ha
obtenido utilizando un método descrito por Spiker et al. (1983) para la
extraccién de cromatina de trigo. En primer lugar hay que sefialar que
este procedimiento (método 1I, Spiker et al., 1983) ha resultado satisfac-
torio para la purificacién de cromatina de guisante, pues la calidad y pu-
reza de las histonas extraidas, asi como el patrén de digestién con nucle-
asa de micrococo, revelan el mantenimiento de la estructura nativa en la
cromatina aislada por este procedimiento, con propiedades similares, pues,
a las que se obtienen partiendo de nicleos. Esto facilita el estudio de los
componentes de la cromatina ya que no requiere la purificacién previa de
nicleos, lo cuales se obtienen con un bajo rendimiento en largos procedi-

mientos de extraccion.

Una vez purificada la cromatina se resuspendié en tampén B
y se ensayl directamente para la deteccién de actividades HAT e HD.
Para el ensayo HD se utilizé6 como sustrato [*H]-histonas de eritrocito de
pollo, que se afiadieron exégenamente, y se determiné la actividad por li-
beracién de [®*H)-acetato, mientras que el ensayo HAT se realiz6 por au-
toincubacién, sin afiadir histonas ex6égenas, sélo [1-'*C]-acetil-CoA, con

objeto de observar la acetilacién en las histonas de la cromatina. Después
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de la incubacion a diferentes tiempos, en las condiciones descritas en
Material y Métodos, se extrajeron las histonas con HCl y se precipitaron,
para posteriormente medir la incorporaciéon de radiactividad o someterlas a
electroforesis y fluorografia. De este modo, se ha detectado actividad HAT
y actividad HD asociadas a cromatina. La Figura 29 muestra la actividad
de los enzimas asociados a cromatina. El nivel de actividad HAT de la
cromatina, en ensayos de autoincubacion, es bajo observandose acetilacion
de las cuatro histonas de "core", con preferencia por H3 y H4. Este re-
sultado sorprende en el sentido de que se observa acetilacion sobre las
histonas H2A y H2B, cuando ninguna de las actividades aisladas y ante-
riormente descritas (apartado 3.2) modifica a estas histonas. Existen dos
razonamientos para intentar explicar esta discrepancia. Primero, puede
que alguno de los enzimas descritos, cuando se encuentra asociado a cro-
matina y actuando sobre histonas en cromatina, sea capaz de modificar a
H2A y H2B. En este sentido, Garcea y Alberts (1980) han demostrado el
diferente patron de acetilacion producido por una HAT nuclear purificada
y el obtenido por la HAT unida a cromatina. Estos autores sugieren que
algun factor enddgeno debe ser responsable de este comportamiento dife-
rencial. Y segundo, puede existir, asociada a cromatina, alguna otra acti-
vidad HAT no detectada anteriormente en los extractos obtenidos de em-
briones totales, bien por su bajo nivel de actividad, porque se pierda du-
rante el procedimiento de extraccion o bien por su imposibilidad de aceti-
lar a las histonas cuando éstas se encuentran en forma libre. De cualquier
modo, los resultados de la Figura 29A muestran claramente que en gui-

sante existe también acetilacion de las histonas H2A y H2B.

En cuanto a la actividad HD copurificada con cromatina, en
la Figura 29B puede verse la mayor eficacia de esta actividad en la desa-
cetilacion de H2A y H2B. Quizds la menor acetilacién conseguida sobre
H2A y H2B, por parte de la HAT de cromatina (Figura 29A), sea debida a
la presencia de la HD con actividad preferente por estas histonas. La es-

pecificidad de la HD asociada a cromatina sugiere ya su identificacion como
la HD2.
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FIGURA 29 .Actividades HAT e HD asociadas a cromatina. A) especificidad

de la actividad HAT de cromatina en ensayos de autoincubacién.
B) actividad HD de cromatina frente a 1las [3H]-histonas de
eritrocito de pollo. Tras la incubacién las histonas se extra-
jeron y se sometieron a electroforesis y fluorografia, g) gel
tefiido con azul Coomassie, f£f) fluorograma. En ambos casos se
utilizé una suspensién de cromatina como extracto enzimdtico.
Las cifras indican el tiempo de incubacién. * significa que el
extracto enzimdtico fue previamente inactivado por tratamiento
con PMSF 10 mM, como control de reaccién no enzimatica.
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Si como dicen Garcea y Alberts (1980) la especificidad de
los enzimas asociados a cromatina puede ser diferente a la de los enzimas
parcialmente purificados, no seria extrafio encontrar que frente a inhibi-
dores potenciales, las actividades HAT e HD asociadas a cromatina se
comportasen de forma diferente a los enzimas purificados. Por ello se han
ensayado las actividades de guisanté asociados a cromatina frente a dis-
tintos efectores. Los resultados se muestran en la Figura 30. Como se
puede ver en la parte superior de la Figura, la HD de cromatina no se ve
afectada significativamente por el n-butirato y si en cambio por el acetato,
al igual que las HD purificadas. El comportamiento del enzima fren_té ala
fuerza i6nica también es similar al descrito para la HD2. Por otro lado, se
ha probado el efecto de las poliaminas, espermina y espermidina, sobre la
actividad HD de cromatina, ya que Vu et al. (1987) han observado que
estos compuestos, a una concentracién de 2-5 mM, inhiben completamente
la HD de levadura, sin afectar a la actividad HAT. Estos autores propo-
nen que la inhibicién de la HD por poliaminas puede resultar itil para la
obtencion de histonas acetiladas en organismos como la levadura, en los
que el butirato no inhibe a la HD. El efecto de las poliaminas sobre la ac-
tividad HD asociada a cromatina en guisanfe es muy diferente al descrito
por Vu et al. (1987). El enzima no sélo no se inhibe sino que se activa
considerablemente, duplicdindose préacticamente la actividad a una concen-
tracion de 5 mM en espermina y 10 mM en espermidina. Estos resultados,
junto con los obtenidos con la actividad HAT frente a las poliaminas
(Figura 30, parte inferior), invalidan, en guisante, la proposicién de Vu
et al. (1987) para conseguir aumentar la acetilacién de las histonas. En
animales superiores (Libby y Bertram, 1980) también se ha descrito una
inhibicién de la desacetilasa de cromatina por poliaminas, aunque en este
caso a bajas concentraciones (1-2 mM) el enzima sufre una potente activa-
cién para disminuir rdpidamente a medida que aumenta la concentracién de
poliamina hasta conseguir una inhibicién completa a una concentracién de
16-20 mM. El comportamiento de la actividad HD de guisante tampoco se
parece al de la HD de animales. La actividad HD asociada a cromatina se
ha identificado como la HD2 (ver Figura 29B y més adelante) y sin em-

bargo el efecto de la espermina es diferente segiin se encuentre el enzima
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GURA 30.Actividad HD (parte superior)

e HAT (parte inferior) asociadas
a cromatina en presencia de distintos efectores. (#) acetato
sédico; (A) n-butirato sédico; (0) NH4Cl; (A) cloruro de es-
permina; (0J) cloruro de espermidina.
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en forma libre (Figura 25) o asociado a cromatina (Figura 30). Se ha com-
probado que una vez que el enzima se disocia de la cromatina, el compor-
tamiento frente a la concentracién de poliamina es semejante al descrito
para la HD2 (Figura 25). Asi pues, parece claro que la activacién de la
HD por poliaminas sélo tiene lugar si el enzima se encuentra asociado a
cromatina, quizds a traves de algiin factor ’reg'ulador que se pierde du-

rante la extraccién del enzima.

Finalmente se ha estudiado el efecto de la fuerza iénica y de
la concentracién de acetato sobre la actividad HAT asociada a cromatina.
El NH,Cl produce una disminucién progresiva de la actividad a partir de
tan s6lo 20 mM. Ya que el el acetato ha mostrado capacidad para inhibir la
HD de cromatina, se ha estudiado su efecto sobre la HAT, con objeto de
intentar aumentar la acetilacién de las histonas. En la Figura 30 (parte
inferior) podemos observar que la actividad HAT de cromatina no aumenta
en presencia de concentraciones crecientes de acetato, sino mas bien dis-
minuye ligeramente (probablemente debido al aumento de la fuerza idmica).
Por consiguiente, podriamos concluir que la baja incorporacién de radiac-
tividad en las histonas de cromatina se debe a una débil actividad HAT en

esa cromatina, mis que a la presencia de la HD.

Para la identificacién de las actividades enzimiticas de 1la
cromatina éstas se disociaron por tratamiento con tampén B' 0.5 M en
NH,Cl, eliminidndose la cromatina por ultracentrifugacién, como se describe
en Material y Métodos. Los resultados obtenidos parecen indicar que toda
la actividad HAT presente en la cromatina se disocia por este tratamiento,
pues no se detecta actividad en el sedimento de la ultracentrifugacién. La
actividad HD también se libera mayoritariamente, sélo se encuentra entre
un 5 y un 10% de la actividad en el sedimento. Cuando se ensayé el
sobrenadante para determinar la especificidad de la actividad HD, se
encontrdé un patrén de desacetilacién similar al observado con la actividad
asociada a cromatina, mostrado en la Figura 29. No ocurre lo mismo con la
actividad HAT. En contraste con los resultados de la Figura 29, donde
todas las histonas de "core" son acetiladas, cuando se ensaya la actividad

HAT presente en el sobrenadante de la ultracentrifugacién frente a
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histonas libres de guisante, s6lo se observa acetilacion en H3 y
ligeramente en H4 (Figura 31). Sin embargo, si el ensayo se realiza frente
a una suspension de cromatina pretratada con PMSF 10 mM (con objeto de
inactivar la HAT endogena, eliminando posteriormente el exceso de PMSF
mediante dialisis), se obtiene un patron de acetilacion idéntico al obtenido
con la actividad asociada (mostrado en la Figura 29). Asi pues, en gui-
sante, un mismo extracto enzimatico produce acetilacion sobre las cuatro
histonas de "core" cuando éstas estan formando parte de nucleosomas en
cromatina y so6lo modifica a la histona H3 (y ligeramente H4) cuando el

sustrato son histonas libres.

Las actividades enzimaticas, disociadas de la cromatina como
se ha descrito, se purificaron mediante cromatografia en DEAE-Sepharosa.
La Figura 32A muestra el perfil de elucion de esta cromatografia donde se
observa un pico de actividad HAT que eluye entre 100 y 150 mM en NH4Cl
designado como I y un segundo pico, de menor actividad, denominado II,
que eluye aproximadamente a 200 mM. La actividad HD eluye como un pico
unico a 300 mM en NH4Cl. Se han estudiado algunas propiedades de estos
pico de actividad enzimatica con objeto de identificarlos. Las fracciones
con actividad HAT, previa didlisis frente a tampén B 35 mM en NH4Cl, se
ensayaron frente a oligonucleosomas de guisante (Figura 32B). Se observa
un unico pico de actividad HAT que eluye a 150 mM en el gradiente de
NH4Cl1, solapado con el pico I obtenido del ensayo de las mismas
fracciones con histonas libres (Fig. 32A). Este resultado sugiere que el
pico I de la Figura 32A debe representar dos enzimas que coeluyen muy
proximos en el gradiente de NH4Cl, uno de ellos, el mas retrasado, con

capacidad para utilizar nucleosomas como sustrato.

Se ha estudiado la especificidad de las fracciones con acti-
vidad HAT frente a histonas de guisante y de eritrocito de pollo. Los re-
sultados se recogen en la Figura 33. Podemos observar un méximo de ace-
tilacion sobre H4 coincidiendo con el maximo del pico I y un méaximo de
acetilacion sobre H3 coincidiendo con el pico II. También se puede obser-
var una ligera acetilacion de H3 coincidiendo con las fracciones con activi-

dad HAT sobre nucleosomas (fracciones 16-19 correspondientes al pico I
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FIGURA 31.Especificidad de la actividad HAT liberada de la cromatina por
ultracentrifugacién en presencia de NH4Cl 0.5 M. El1l sobrena-
dante se incubdé con histonas de guisante y [l1-1&C]-acetil-CoA
distintos tiempos, tras lo cual las histonas se sometieron a
electroforesis en presencia de SDS y posterior fluorografia.
A) gel tefiido con azul Coomassie. B) fluorograma. Las cifras
indican el tiempo de incubacién. * significa que el extracto
enzimadtico fue previamente inactivado por calor e incubado el
tiempo mas largo.
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FIGURA 32.Cromatografia en DEAE-Sepharosa CL-6B de 1las actividades

enzimaticas obtenidas de cromatina. A) perfil de actividad
frente a histonas 1libres. Las fracciones con actividad HAT se
dializaron frente a tampén B 35 mM en NH4Cl y se ensayaron
frente a oligonucleosomas de guisante obteniéndose el perfil
B). Las dimensiones de la columna fueron de 5 cm x 0.8 cm y se
eluyé a 10 ml/h con un gradiente de 120 mi, recogiéndose frac-
ciones de 3 mi. (— ¢ h2BO; @ o actividad HAT; (@ A) activi-
dad HD; (M) actividad HAT frente a oligonucleosomas; (e*e)
gradiente NH”Cl.
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FIGURA 33.Especificidad de las HAT obtenidas de cromatina de guisante,

las fracciones sefialadas
se ensayaron nuevamente tras

lo cual las histonas se sometieron a electroforesis en
gel de poliacrilamida en presencia de SDS y posterior fluorografia,
eritrocito de pollo; b) histonas de guisante. G)
fluorografia.

a) histonas de
gel tefiido con azul Coomassie; F)
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de la Fig. 32). Estas mismas fracciones, cuando se utilizan histonas de
eritrocito de pollo como sustrato, acetilan un polipéptido desconocido cuya

movilidad electroforética es intermedia entre HS5 y las histonas de "core"
(senalado con una flecha en la fluorografia). Los resultados presentados
en las Figuras 32 y 33 parecen indicar la presencia de tres actividades
HAT asociadas a cromatina, que pueden identificarse al menos parcial-
mente. En primer lugar, la elucién a 200 mM en el gradiente de NH4Cl del
pico II (Fig. 32A), asi como su especificidad exclusiva por la histona H3,
tanto con histonas de guisante como con histonas de eritrocito de pollo,
sugieren que la actividad presente en este pico Il se trata de la HAT A3,
descrita y estudiada en el apartado 3.2. Del mismo modo, la elucion ca-
racteristica en el gradiente de NH4Cl del pico de actividad sobre oligonu-
cleosomas, asi como la acetilacion preferente de H3 cuando se ensaya
frente a histonas libres y también la acetilacion de una proteina descono-
cida, que mueve por debajo de la histona HS5 en la electroforesis en pre-
sencia de SDS, cuando se utilizan histonas de eritrocito de pollo como
sutrato (Fig. 33), parecen indicar la presencia de la actividad HAT A2 en
el pico I de la Figura 32A. Este resultado es coincidente con el mostrado
en la Figura 11 del apartado 3.2, donde se concluye la asociacion, al me-

nos parcial, de la HAT A2 (y posiblemente de la HAT A3) a cromatina.

Al mismo tiempo, como muestran los resultados de especifici-
dad de la Figura 33, el pico I parece estar constituido, ademéas, por otro
enzima con preferencia exclusiva por la histona H4. Se puede descartar la
posibilidad de que esta actividad se trate de la HAT B, que se hubiese
asociado inespecificamente a la cromatina durante su extraccidon, por va-
rias razones. En primer lugar, el procedimiento de extraccion de croma-
tina  utilizado supone el lavado de la cromatina cruda con un tampon
conteniendo Triton X-100, que asegura la liberacién de moléculas asociadas
inespecificamente a la cromatina. En segundo lugar, la elucion entre 100 y
150 mM en NH4Cl es muy diferente de la elucion de la HAT B (300 mM,
Fig.9) y finalmente, la HAT B posee mayor actividad sobre las histonas
homologas (Tabla II) que sobre las histonas de eritrocito de pollo, mien-
tras que la HAT obtenida de cromatina, con especificidad por H4, acetila

mas eficazmente las histonas de eritrocito de pollo que las de guisante
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(Figura 33). Por lo tanto, se puede considerar que la actividad HAT ob-
tenida de cromatina y que acetila exclusivamente a la histona H4 corres-
ponde a un isoenzima diferente a los descritos en el apartado 3.2. Se ha
denominado a este nuevo isoenzima como HAT C. En cierto modo sorprende
que la actividad HAT C no se detecte cuando la extraccion enzimadtica se
realiza a partir de embrionestotales (Figuras 9 y 10) y si en cambio
cuando el extracto se obtiene de cromatina purificada (Figuras 32 y 33).
La razéon de estos resultados desacordes no se ha aclarado, pero son va-
rias las consideraciones que deben tenerse en cuenta. En primer lugar,
no se puede descartar la posibilidad de que el enzima HAT C, debido a su
sensibilidad, se vea afectado durante la extraccién enzimadatica cuando se
parte de embriones totales, produciéndose su pérdida, y no durante la
extraccion de los enzimas a partir de cromatina purificada. Es posible,
también, que en el extracto enzimatico obtenido de embriones totales
exista algun inhibidor enddégeno que afecte especialmente a la HAT C. De
hecho, incluso en el extracto obtenido de cromatina, depués de la ultra-
centrifugacion, no se detecta practicamente acetilacion sobre la histona H4
(Figura 31) y sin embargodespués de la cromatografia en  DEAE-
Sepharosa, se obtiene un pico importante de actividad correspondiente a
la HAT C (Figuras 32 y 33), lo que indica que de algin modo, la HAT C
esta inhibida en el extracto crudo de cromatina. Finalmente también es po-
sible que parte de la actividad HAT C esté presente en los eluidos obte-
nidos de extractos de embriones totales, pero su elucion en una posicion
intermedia entre la HAT Al y la HAT A2 dificultaria su deteccion. En este
sentido, la acetilaciobn observada sobre la histona H4, especialmente
cuando se utilizan histonas de eritrocito de pollo, con los enzimas HAT Al
e HAT A2 en la Figura 17, puede ser consecuencia de contaminacion de
estas dos actividades con la actividad HAT C. De cualquier manera como
se vera en el apartado siguiente, la extraccion a partir de embriones to-
tales puede conducir a la obtencion de la actividad HAT C, a un nivel
mas facilmente detectable, siempre que el tiempo de germinacion de los

embriones empleados no sea superior a 54h.

Los resultados del estudio de especificidad de la actividad

HD de cromatina, purificada por DEAE-Sepharosa (Fig. 32) se muestran
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en la Figura 34. La especificidad de esta HD coincide claramente con la
HD2 descrita en el apartado 3.3. Asi pues, se puede concluir que la HD2
esta asociada a cromatina. Este resultado esta, en cierto sentido, en con-
tradiccion con los presentados en la Figura 21, donde se muestra que
ninguna de las desacetilasas de guisante parece estar asociada a croma-
tina. Con objeto de averiguar la razén de esta discrepancia se ha estu-
diado sistematicamente la influencia de los componentes de los tampones de
extraccion de cromatina (apartado 2.2.4 de Material y Métodos) y de ex-
traccion enzimdatica (tampon B’). De este modo, se ha encontrado que lo
que provoca la disociaciéon del enzima de la cromatina, en los resultados
de la Figura 21, es la ausencia del ion Mg2'l, el cual estd presente en los
tampones de extraccion de cromatina. Sanders (1978) ha sefialado que la
presencia del i6n Mg2* mantiene el empaquetado de la cromatina nativa sin
alterar su estructura y que la ausencia de cationes divalentes provoca su
desestabilizacion. Asi, parece que el mantenimiento de la estructura nativa
de la cromatina es necesario para que la HD2 de guisante permanezca aso-
ciada. Este requerimiento puede estar reflejando un tipo de interaccion,
entre la HD2 y la cromatina en guisante, sustancialmente diferente al des-
crito para la HD en células de animales (Hay y Candido, 1983a; Mold y
McCarty, 1987), donde el enzima permanece asociado a cromatina incluso

en ausencia de cationes divalentes.

3.6 ACTIVIDADES HAT E HD DURANTE LA GERMINACION

Durante la germinacion de las semillas tiene lugar un incre-
mento importante en la sintesis de acidos nucleicos (Sutcliffe y Bryant,
1971; Robinson y Bryant, 1975) como consecuencia de la transcripcion y
replicacion. Por ello la germinacién constituye un buen sistema donde
puede relacionarse, de un modo directo, los cambios estructurales de la

cromatina con estos procesos.

En este trabajo se ha intentado estudiar la evolucion de las
actividades HAT e HD a lo largo de la germinacion de Pisum sativum. Para
ello se hicieron extracciones enzimaticas de embriones de distinto tiempo

de germinacion (entre 0 y 66 h, cada 3-6 h). El procedimiento de extrae-
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cion fue la ultracentrifugacion en presencia de NH4Cl 0.5 M. Las activida-
des enzimadticas se separaron mediante cromatografia en DEAE-Sepharosa y
se valoraron midiendo el area de cada pico de actividad (mediante el anali-
zador de imagen IBAS 2000). El valor de actividad de los enzimas se nor-
malizé6 dividiendo por los miligramos de DNA total determinado en el ex-
tracto crudo inicial. La identificacion de las diferentes actividades esta
basada en su especificidad frente a las distintas histonas (de guisante y
de eritrocito de pollo).Para ello, las histonas ensayadas con todas las
fracciones de los eluidos se sometieron a electroforesis y posterior fluoro-

grafia

Los resultados obtenidos en estas experiencias no han per-
mitido precisar, de una manera cuantitativa y continua, la variacion de las
actividades enzimadticas a lo largo de la germinacion, debido, probable-
mente, a que no todos los embriones obtenidos a un mismo tiempo de ger-
minacion estan igualmente desarrollados, aunque las semillas se han germi-
nado en idénticas condiciones. Otra posible causa de variabilidad es la
debida al proceso de extraccion, aunque como se ha mencionado anterior-
mente (apartado 3.1.3) el procedimiento de extraccion utilizado no parece
influir de modo importante en el nivel de actividad de los enzimas recupe-

rados, al menos cuando se utilizan embriones de 62 h.

Del estudio realizado a lo largo de la germinacion podriamos
sefialar algunos resultados. En primer lugar se ha detectado la presencia
de todas las actividades HAT descritas en todos los tiempos de germina-
ciéon ensayados (entre 0 y 66 h). Las actividades HAT A2 e HAT C pare-
cen ser mas abundantes en embriones de tiempo de germinacion cortos (0-
21 h), obteniéndose con niveles de actividad mas bajos a tiempos de ger-
minacion mayores. Este ultimo efecto es especialmente acusado con la HAT
C. En embriones de edad superior a 54 h la actividad HAT C observada

es muy baja, en relaciéon a los otros enzimas.

La HAT A3 se ha obtenido siempre con un nivel de activi-
dad mucho mas bajo que las otras HAT manteniéndose en el mismo nivel a

lo largo de toda la germinacién. Las actividades HAT Al e HAT B, tam-
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bién presentes en todos los tiempos de germinacién ensayados, parecen
mantener siempre el mismo nivel de actividad, aunque se observa un li-

gero aumento en embriones de edad comprendida entre 18 y 24 h.

En cuanto a las actividades histona desacetilasa, la HD1 y la
HD2 también estdn presentes en todos los tiempes de germinacién ensaya-
dos, sin variaciéon apreciable de actividad. En cambio, la actividad HDO
s6lo se detecta cuando se utilizan embriones con un tiempo de germinacién

de 54 h o superior.

Finalmente podemos resaltar la presencia de actividades HAT
e HD (exceptuando la HDO) en embriones de tiempo 0. Dada la posibilidad
de que estos enzimas puedan haber sido sintetizados o de alguna manera
activados durante la imbibicién de las semillas, se realizé una extraccién
utilizando embriones que se obtuvieron directamente de la semilla seca. El
procedimiento de extraccién con estos embriones fue exactamente el mismo
que el utilizado anteriormente para embriones de distintos tiempos de ger-
minacién. La elucién de la cromatografia de DEAE-Sepharosa y la posterior
fluorografia revelaron la presencia de todas las actividades HAT e HD
(exceptuando la HDO). La presencia de estas actividades en embriones
durmientes en la semilla seca, sugiere que son actividades especialmente
importantes para la posterior germinacién y por ello, probablemente, se

mantienen en la semilla seca.
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-En este trabajo se ha puesto a punto la extraccién y purificacién de ac-

tividades HAT e HD en una especie vegetal, Pisum sativum. Para ello se

han contrastado tres procedimientos de extraccién de proteinas, que son:
precipitacién con (NH,).SO, al 90% de saturacién, precipitacién con PEG
20% y ultracentrifugacién en presencia de NH,Cl 0.5 M. Este iltimo es el
que mejores resultados ha proporéionado, ya que ademids de obtener un
mayor nivel de actividad enzimAtica, se obtienen isoenzimas HAT que no

son extraidos en forma activa con los otros dos procedimientos.

-La extraccién enzimitica de embriones de guisante de 62 h de germina-

cién permite la deteccién de cuatro actividades HAT, denominadas en este
trabajo Al, A2, A3 y B.

La caracterizacién de estos enzimas ha revelado su identidad
como verdaderas HAT al acetilar con mayor eficiencia a las histonas que a

otros sustratos.

Del mismo modo, se ha demostrado la distinta naturaleza de
los isoenzimas HAT, apoyada en sus diferentes propiedades fisico-quimicas
y de comportamiento frente a inhibidores potenciales y sobre todo en su:
distinta especificidad hacia tipos concretos de histonas. Las actividades
HAT Al, A2 y A3 acetilan preferentemente la histona H3, siendo esta
preferencia exclusiva cuando se trata de la HAT A3. La HAT B modifica

exclusivamente a la histona H4.

Sélo la HAT A2 se ha mostrado capaz de acetilar a las his-
tonas cuando éstas estin formando parte de nucleosomas. En este caso, el

enzima acetila inicamente la histona H3.

-La extraccién de actividades HAT asociadas a cromatina ha conducido a la
obtencién de tres picos de actividad. Dos de ellos se han identificado
como las HAT A2 y A3 y el tercero, con especificidad exclusiva por H4,
es claramente distinto de la HAT B. Este pico de actividad extraido de
cromatina se ha denominado HAT C y parece ser un isoenzima diferente,

que no se pone de manifiesto en extracciones totales de embriones de 62h.
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-Los resultados obtenidos, fundamentalmente de especificidad frente a las
histonas y de asociacién a la cromatina, permiten sugeri;' que las HAT Al
y B son enzimas citoplasmiticos encargados de la acetilacién de las histo-
nas H3 y H4, repectivamente, relacionada con el enSamblaje de la croma-
tina. Las otras actividades HAT descritas, A2 y A3 y la HAT C obtenida
de cromatina, son enzimas nucleares, asociados a cromatina y por tanto
deben poseer, probablemente, algiin papel funcional relacionado con la ac-
tividad génica de la cromatina.

-En este trabajo se han descrito tres actividades histona desacetilasa de-
nominadas HDO, HD1 y HD2. Su caracterizacién molecular ha revelado que

se tratan de tres formas isoenzimiticas diferentes.

Las tres formas de la HD pueden utilizar histonas formando
parte de nucleosomas (de eritrocito de pollo) como sustrato, aunque pre-
fieren a las histonas libres. No desacetilan sustratos de bajo peso molecu-
lar como las acetil-poliaminas o acetil-lisina. Muestran mas actividad sobre
las histonas acetiladas biolégicamente que sobre las marcadas artificial-
mente. Todos estos resultados sugieren que las actividades desacetilasa

descritas en este trabajo son verdaderas histona desacetilasas.

A diferencia de las HD de animales, las HD de guisante se
inhiben por el acetato y muy poco por el n-butirato. La inhibicién de las
HD de guisante por poliaminas también es menor que la producida en HD

de otros eucariotas.

El estudio de especificidad ha mostrado que la HD1 y HD2
desacetilan prefentemente a las histonas H2A y H2B, mientras que la HDO
desacetila a las cuatro histonas de "core" con cierta preferencia por la
histona H3.

-De las tres HD, sélo la HD2 parece estar asociada a cromatina. La HD2
se disocia al eliminar el i6n Mg®**, lo que sugiere que es necesario el

mantenimiento de la estructura de la cromatina para esta asociacién.
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-Todas las actividades HAT e HD (excepto la HDO) se han detectado en
todos los tiempos de germinacién ensayados entre 0 y 66 h. La HDO apa-

rece sélo después de las 54 h de germinacién.

-Las mismas actividades enzimidticas HAT e HD se han detectado en em-
briones durmientes de semillas secas, lo que sugiere que estas actividades
deben desempefiar un importante papel en la germinacién posterior de la
semilla.
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