
CLONATGE DE DNA NUCLEOSOMAL.

REACCIONS DE LES HISTONES AMB EL DNA MONOCADENA.

xavier Fernaroez-Busquets i Joan-Rarron Daban

Departament de Bioquimica i Biologia Molecular. Facultat de ciencies.
Universitat AutOnana de Barcelona.

Resum

Es presenta un met ode innovador de separaci6 de les dues

cadenes d'un fragment de DNA d'origen nucleosomal i l'us del

material obtingut en l'estudi de la dinamica de la interacci6

entre les histones i el DNA monocadena.

Introducci6

L'estructuraci6 del genoma eucar i.ot i c representa un obstacle

per a la interacci6 del DNA amb proteYnes que intervenen en

processos fonamentals corn la rep l i.cac i c i la t.r-anacr ipc Lo •

Qualsevol d'aquests dos fenomens implica el desempaquetament

de la cromatina i, si me s no, un canvi en la ben coneguda

estructura del nucleosoma, tant a nivell de l'octamer

d'histones corn pel que fa a l'estructura del DNA, la doble

helix del qual s' ha d' obrir per exposar la cadena que ha de

servir de motlle a les RNA i DNA polimerases.

Alguns treballs recents indiquen que les histones de la

particula nucli romanen associades al DNA durant la replicaci6

(1, 2). En el prccas transcripcional ha estat descri ta una

conformaci6 mes oberta dels nucleosomes (3) 0 fins i tot una

desestructuracio parcial amb perdua de H2A, H2B (4). Aquest

canvi estructural pot ser degut al despla9ament que sofreix

l'octamer per part de la voluminosa RNA polimerasa, pero tambe
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a la torsi6 generada sobre el DNA pel pas de la maqu i na r i a

transcripcional (5).

L'important paper que ha de tenir la interacci6 entre les

histones i les regions de DNA monocatenari (curtes pero

nombroses) en els processos descrits i les poques dades sobre

el tema (6-9) ens va dur a estudiar la dinamica de

l'associaci6 de les histones amb el DNA monocadena (ssDNA).

Materials i metodes

El DNA heterogeni corresponent a una preparacio de nucleosomes

d'eritrocits de pollastre va ser clonat en M13 i es va triar

un dels clons obtinguts (NX1) en base a la seva seqUencia de

caracteristiques posicionadores de nucleosomes (10). Les dues

cadenes complementaries NX1(+) i NX1(-) van ser separades per

un metode que utilitza la precipitaci6 diferencial de DNA amb

polietilenglicol (veure detalls a la ref. 11). La interacci6

entre les histones i ssDNA i la renaturalitzaci6 del DNA es va

estudiar principalment mitjanyant electroforesis en gels

d'agarosa (1.4%) i de poliacrilamida (6%).

Resultats i diseussi6

Amb el DNA de NX1 (158 pb) i les cadenes (+) i (-) d'aquest

fragment per separat es va estudiar la dinamica de la

interacci6 de les histones amb una seqUencia especifica de DNA

d'origen nucleosomal. Els resultats van confirmar en part

aquells observats amb DNA d'elevat pes molecular (12) ,

especialment pel que fa ai' estequiometria de la interacci6

histona-ssDNA. Les histones s'uneixen al DNA en funci6 de la
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longitud d'aquest expressada en nucleotids (ssDNA) 0 parelles

de bases (dsDNA) i no en funci6 de la massa de DNA. Tanmateix,

ha estat observada una afinitat superior de les histones per

la cadena (+) enfront de la (-). Aquest fet, en principi,

podria indicar una uni6 preferencial de les histones a certes

seqtiencies de ssDNA.

Per altra banda, experiments de renaturalitzaci6 fets amb les

cadenes (+) i (-) en presencia d'histones mostren que aquestes

no impedeixen la reassociaci6 de cadenes complementaries de

DNA. Aquestes propietats podrien ser utils per les funcions de

la cromatina que impliquin un aparellament de bases del DNA.
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