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El principal objectiu d’aquest treball és el de caracteritzar quimica-
ment proteines basiques procedents del nucli de c¢Hules germinals mas-
culines del calamars (Loligo vulgaris), i estudiar el complex nucleopro-
tefnic format per la interacci6 de la protamina amb I’ADN.

Hom obtingué aquesta protamina de l'esperma de calamars amb ex-
tracié acida en medi ClH o.25N, havent estat préviament purificats els
nuclis per mitja d’extraccions successives amb acid acétic al 59, i acid
sulfiric 0.2N.

Aquesta protamina fou caracteritzada per analisi d’aminoacids, i pos-
seia més d'un %0 9, d’arginina, un 109, de serina, un 7 %, de tirosina
i la resta repartit ente prolina, glicina, alanina, histidina i lisina. El tret
més important de l'esmentada proteina és el gran contingut en tirosina,
en comparacié amb totes les protamines estudiades fins ara® 2

Hom tractd de determinar-ne la microheterogeneitat per metodes cro-
matografics en columna, i assolf fraccionar-la en dues subunitats per croma-
tografia en Biogel BP 10, bo i eluintla amb CINa o.25M en CIH o.02N.
L’analisi d’aminoacids d’aquestes dues fraccions, aparentment similars,
ofereix petites variants en el nombre de residus de prolina, glicina, ala-
nina i tirosina.

Posteriorment aquestes fraccions foren sotmeses a 1'atac enzimatic amb
tripsina i termolisina * i hom féu Ilurs mapes peptidics per mitja de I'elec-
troforesi d’alt voltatge combinada amb cromatografia en paper en 2.* di-
mensio.

Aparentment aquests mapes peptidics sén similars, d’acord amb les
petites variacions que presenta l'analisi d’aminoacids.

De la mateixa manera, I'inica forma de determinar amb certesa les



34 M. UNZETA, P. SUAU, L. PUIGJANER I ]J. A. SUBIRANA

diferéncies entre aquestes dues fraccions seria trobar la seqiiéncia d’ami-
noicids completa de cada peéptid i arribar a con¢ixer la seqii¢ncia com-
pleta d’aminoacids de la molécula de protamina.

La interaccié de la protamina amb I’ADN fou estudiada per mitja
de la difracci6 de raigs X. Aquesta proteina té una gran afinitat per
I'ADN, i forma complexos insolubles en CINa 2M. Aquest fet podria
ésser explicat pel gran contingut en arginina i per la preséncia de ti-
rosina. La nucleoprotamina fou preparada partint de nuclis purificats
d’espermatozous. Les cues dels espermatozous foren eliminades per soni-
cacié en aigua de mar, seguida per rentats successius amb sacarosa 0.25M
amb Triton X-100 0.5 %, Tris-CIH 0,25M pH =8 i CINa o0.15M. Tot
seguit la nucleoprotamina fou dissociada amb clorur de guanidina 4M.
Les restes de citoplasma i la membrana nuclear foren eliminats per cen-
trifugacié. La nucleoprotamina fou reconstituida en un gradient de dia-
lisi en preséncia de concentracions decreixents de clorur de guanidina,
EDTA 10—M pH = %,5. Finalment fou dialitzada en preséncia de CINa
10—M, EDTA 10—M, pH = 7,5. Del precipitat fibrés obtingut foren
estriades algunes fibres, de les quals hom féu diagrames de difraccié a
diferents humitats relatives.

En qualsevol cas els diagrames patentitzen una gran cristanitat, bé
que l'orientaci6 varia en les diferents mostres. L’analisi dels diagrames
evidencia que a la nucleoprotamina de calamars 'ADN és en forma B
i que la c¢Hula unitaria és hexagonal, amb una sola molécula per cel-
lula; com s’esdevé en totes les nucleoprotamines estudiades fins ara®.
Les dimensions de la c¢Hula unitaria sén a = 22.3A i c= 3354 2 929
d’humitat relativa. La intensitat de la radiacié difractada en el primer
nivell, molt superior a la de ’ADN, fa suposar que la protamina es troba
en el solc estret de 'ADN % Per aquest motiu la doble hélice de '”ADN
ressembla una helice senzilla, d’'una sola espira formada per les dues
cadenes de fosfats i la protamina. Els estudis portats a terme a diferents
humitats relatives demostren que I'accés de I'aigua a l’estructura és limi-
tat. L’embolcallament hexagonal de les molécules i I'estabilitzacié de ’ADN
en la nucleoprotamina enfront dels canvis d’humitat relativa fan suposar
que les protamines disminueixen la reactivitat quimica de I'ADN en el
nucli espermatic, bo i protegint-lo dels agents degradants i mutagénics.
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