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La histona H1 és necessaria per a la integritat de I’estructura de la cro-
matina (Thoma et al., 1979) i probablement esta implicada en el control de
Iaccessibilitat dels gens en la transcripcié. Variants de la H1 com ara la H5
d’eritrocit de pollastre o la H1 d’esperma d’eri¢é de mar, s’associen amb
la repressi6 general de la transcripcié genica durant la maduracié d’aques-
tes cellules (Neelin et al., 1980).

La H1 1 les seves variants tenen tres dominis estructurals (Bradbury et
al 1975), un domini globular central, que s’uneix a la zona d’entrada i sor-
tida del DNA del nucleosoma, segellant dues voltes senceres de DNA
(Allan et al., 1980) flanquejat per dues cues esteses, els dominis N- i C-ter-
minal.

El domini C-terminal, ric en lisina, prolina i alanina, probablement
s’uneix al DNA espaiador (Allan et al., 1980) neutralitzant la seva carrega
1 és necessari per a la condensacié de la cromatina (Renz et al., 1977). En
soluci6 apareix plegat a I'atzar (Bradbury et al., 1975) segurament a causa
de la distribuci6 tan regular de les prolines i a la repulsié entre lisines i ar-
ginines. Tanmateix, prediccions d’estructura secundaria suggereixen una
conformaci6 en helix a per a la majoria del domini C-terminal, que també
s’observa per dicroisme circular en determinades condicions (Giancotti et
al., 1981; Clark et al., 1988).

Els peptids amb que hem treballat s6n seqiiencies analogues a la regio
C-terminal de les histones riques en lisina i mostren una certa tendéncia a
estructurar-se en helix a (Perello, 1990). Aixi mateix la distribuci6 de resi-
dus hidrofobics i hidrofilics els fan bons candidats per a interaccionar amb
el DNA.

L’estudi per difraccié de raigs X dels cristalls de sistemes simples,
com els complexos d’oligonucleotids amb oligopeéptids, ens ofereix la pos-
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sibilitat de coneéixer en detall les interaccions moleculars. La informacié
que s’obté resulta ben util després per a la comprensié dels mecanismes
d’associaci6 selectiva entre macromolécules.

MATERIALS 1 METODES

Per a la cristal'litzaci6 dels complexos es van usar els oligonucleo-
tids segiients: d(CGCGATATCGCG), d(CGCAAATTTGCG) i
d(CG™ CTTTAAAGCG) i els peptids sintetitzats per M. Perells, Ac-
Lys-Lys-Ala-Ala-Ala-Ala-Lys-Lys-NHEt (P1) i Ac-Lys-Ala-Ala-Lys-
Lys-Ala-Ala-Lys-NHEt (P2).

Les condicions emprades van ser les estandard per a la cristal litzacié
d’oligonucleotids: 50 mM de cacodilat sodic per a les proves a pH 5-7 i 50
mM d’acetat/acetic a pH 4-4,6, 1,0 mM d’oligonucleotid (concentracié de
la cadena senzilla) i 2,5 mM de peptid. Com a contraiéns van usar MgCl,,
CaCl, i LiCl a concentracions entre 2.5 mM i 25 mM. La solucié amb 8%
de MPD (2-metil-2,4-pentanodiol) com a precipitant s’equilibrava a tem-
peratura ambient enfront de 50% de MPD.

Per a totes les proves es va usar la técnica de difusié de vapor en gota
penjada.

REesuLTATS

En la majoria de casos es van obtenir cristalls en pocs dies excepte per
a la seqiiencia CGCGATATCGCG que es resisti a cristal-litzar en totes

les condicions provades i només se’n va aconseguir un precipitat.

Complexos amb d(CGCAAATTTGCG)

Amb el péptid P2 es van obtenir unes agulles fines a pH 5 amb MgCl,
i CaCl, que no van progressar. En canvi amb el peptid P1 es van aconse-
guir gran diversitat de resultats.

Amb MgCl, i a pH 4-4,6 aparecixia un precipitat cristal'li i de vegades
uns cristalls molt deformats. A pH 5 amb MgCl, sortien agulles i macles.
En augmentar la concentracié de MgCl, a la gota, augmentava la mida dels
cristalls i passaven de tenir un gran nombre d’agulles a tenir pocs nuclis de
cristallitzacio. Els cristalls obtinguts en aquestes condicions eren forca
irregulars i d’aspecte fibrés. A pH 6-7 només apareixia precipitat.

Utilitzant el CaCl, com a contraid, es va observar una gran millora en
la qualitat dels cristalls perque a concentracions elevades (12,5-25 mM)
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creixien uns cristalls regulars de tipus vareta que es van usar per a la difrac-
c16 de raigs X (figura 1C).

Amb el LiCl només es van obtenir agulles que es degradaven en uns
dies.

Els cristalls obtinguts amb CaCl, sén els que es van usar per als estu-
dis de difraccié posteriors. Primerament es van prendre diagrames de pre-
cessio, en els quals es va veure que apareixia una taca o llepissada intensa
a 3,4 A (figura 2), que correspondria a la separaci6 entre bases i que ens fa
pensar que es tractava de DNA en forma B. També es van poder determi-
nar els parametres de la cel-la unitat, aixi com el grup espacial (taula 1).

Posteriorment es va prendre un espectre amb radiaci6 de sincrotré a
I’estacio de Daresbury (Anglaterra). L’espectre obtingut tenia poca resolu-
ci6 (fins a 4 A) i era bastant feble. Després del processament de les dades
es va arribar a una cel'la de tipus romboedric. Les dades cristal-logratiques
i de Pespectre apareixen en la taula 1.

Finalment es va recollir I'espectre per difraccié de raigs X, en el di-
fractometre automatic (CAD4) del nostre laboratori, que va confirmar la
cel'la romboedrica 1 que s’ha utilitzat per a resoldre’n ’estructura molecu-
lar.

Fig. 1. Fotografies dels cristalls de A) d(CG"CTTTAAAGCG)-KAAKKAAK, B)
d(CG"CTTTAAAGCG) i C) d(CGCAAATTTGCG)-KKAAAAKK.

La resolucio d’aquesta estructura s’esta realitzant actualment en el
nostre laboratori i sembla que hi ha indicis prou clars que certes zones en
els mapes de densitat electronica podrien encabir el peptid. Una seccié del
mapa de densitat electronica que hem calculat es mostra a la figura 3.
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Figura 2. Diagrama de precessio del pla Okl del cristall d(CGCAAATTTGCG)-
KKAAAAKK.

Taula 1. Dades cristal-lografiques del complex d(CGCAAATTTGCG)-KKAAAAKK.

Precessio Sincrotro CAD4
Cella ;
a/b 44,76 A 43,46 A 43,7 A
c 102,37 A 104,71 A 100,36 A
/B 90° 90° 90°
y 120° 120° 1200
Resolucié 34A 50-4 A 25-2.5 A
Reflexions totals 5179 2789
Reflexions tniques 1701 2472
Grup espacial R3 R3 R3

Complexos amb d(CG"CTTTAAAGCG)

Es van obtenir cristalls amb ambdés peptids a pH 6 i amb CaCl,, i
també de I'oligonucleotid tot sol. Els cristalls de oligonucleotid sol (figu-
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Figura 3. Secci6 en I'origen del mapa de densitat electronica 2F -F , o, calculat de 8 - 3 A per

a ’estructura del complex d(CGCAAATTTGCG)-KKAAAAKK.
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ra 1B) eren de forma hexagonal molt regulars, i els crescuts amb el peptid
P2 (figura 1A) eren allargats perd amb les bases també hexagonals. Aquests
darrers es van utilitzar per a obtenir un diagrama de precessié. A partir de
la precessi6 es va deduir que es tractava de DNA en forma B, per les taques
intenses corresponents a la separaci6 entre parells de bases. Les dades
cristallografiques es mostren a la taula 2.

Els intents de prendre un espectre de difraccié no van tenir éxit els
cristalls eren molt sensibles a la manipulaci6 i un cop muntats difractaven
molt malament.

Els cristalls obtinguts amb I'altre octapeptid i de Poligonucleotid tot
sol, van resultar excessivament fragils i va ser totalment impossible mun-
tar-ne cap per a estudiar-lo per difracci6 de raigs X.

Discussio

Com hem dit en exposar els resultats, van créixer nombrosos cristalls
en gairebé totes les condicions de pH i amb els diferents contraions. No
obstant aixo, I'efecte de tots aquests factors es fa palés en la mida i qualitat
dels cristalls. Per exemple es nota clarament la influéncia del pH perqué a
pH inferiors a 5 sempre s’obtenien cristalls molt irregulars inmergits en un
precipitat que s’estenia per tota la gota.

D’altra banda, és interessant destacar ’efecte dels diferents contraions
en la soluci6 de cristal litzacié. Utilitzant el MgCl,, que és el contrai6 usat
habitualment, els cristalls apareixien deformats i d’aspecte fibrés. En aug-
mentar la concentracié6 de MgCl, en la gota, s’aconseguia disminuir el
nombre de nuclis de cristal-litzaci6 i per tant creixien cristalls de dimen-
sions més grans. Malgrat tot no va ser possible de millorar la qualitat dels
cristalls obtinguts amb el MgCl,.

En canvi, I"as de CaCl, va tenir una influéncia espectacular. A con-
centracions iguals que les emprades amb el MgCl,, els cristalls creixien
molt regulars, en forma de vareta i en pocs dies. Tant és aixi que es van po-

Taula 2. Dades cristal-lografiques del complex d(CG"CTTTAAAGCG)-KAAKKAAK.

Cella

a/b 43,94 A
g 101,49 A
a/B 90°

y 120°
Grup espacial R3

[Butll. Soc. Cat. Cien.], Vol. XII, Nim. 2, 1991



COMPLEXOS D’OLIGONUCLEOTIDS AMB PEPTIDS 513

der millorar els cristalls obtinguts amb MgCl, per a tots els complexes i
aconseguir cristalls aptes per a la difraccié de raigs X.

Un fet important que cal remarcar, és que aquests cristalls crescuts en
CaCl,, cristal-litzen tots en una cella romboedrica. Les celles romboedri-
ques no son gaire freqiients en cristalls de macromolécules i totalment inu-
suals en els d’oligonucledtids. A més a més altres cristalls obtinguts amb
Poligonucleotid d(CGCAAATTTGCG) presentaven una cella ortorom-
bica (Coll et al., 1987) molt més freqiient en les estructures de dodecamers.

Recentment s’ha trobat que diferents ions metal'lics poden influir en
els ponts d’hidrogen dels aparellaments de bases Watson-Crick (Anwan-
der et al., 1990). També s’ha vist que diferents cations poden canviar el pa-
tré de difraccié i la cella d’un mateix oligonucleotid (Quintana et al.,
1990) com en el nostre cas.

Queda per veure doncs, amb la resolucié de P'estructura d’aquests
complexos, si es tracta simplement de canvis en 'empaquetament cristal-li
o si també es produeixen canvis en la conformacié del DNA.

D’altra banda, Panilisi cristallografica de ’estructura amb P'oligonu-
cleotid d([CGCAAATTTGCG) permetra comparar-ne els resultats amb
les estructures del mateix dodecamer previament resoltes (Coll ez al., 1987;
Tabernero et al., 1990) i aixi separar els efectes de la seqiiencia i de 'empa-
quetament sobre I'estructura del DNA.

ABSTRACT

The preparation of several co-crystals of several dodecadeoxynucleotides toget-
her with octapeptides rich in lysine and alamine has been attempted, and crystals from
d(CGCAAATTTGCG) plus Ac-Lys Lys Ala Ala Ala Lys Lys-NHEt and also from
d(CG"CTTTAAAGCG) plus Ac-Lys Ala Ala Lys Lys Ala Ala Lys-NHEt have
been obtained. The crystal data are reported together with some preliminary results
on the structure of the complexes.
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