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Abstract:

The nucleohistone-nucleoprotamine transitiom as a model of

6ell differentiation and as a model of nucleosome dissasembly.,

Nucleosomes are disassembled at the end of rooster
.

,

.

spermiogenesis and the DNA is organized in a highly compact
nucleoprotemine complex. The replacement of histones by the

p-rotamine galline takes place with hyperacetylation of his­

to nE.S i n an ambi ene e of hig h po ly ami ne cone entr ati on •. Until

present the mechanism by wich nucleosomes are dissassembled

were poorly understood-, and attempts to mimic "in v
í

t r o"
the nucleohistone-nucleoprotamine transition had failed. In

this paper we show that using protamine galline it is

possible to complEtely displace all the histones from nucleo­

somes "in vitro" near the physiologycal protamine/DNA ratio�
Salmine has a lowe� efficiency for extracting histones than

the galline protamine. Using salmine we show that extractiorn

is preferential for nucleosomes containing hyperacetylàted
h-ü.stones. Spermine increases the efficiency of extraction

speci21ly of H3 and H4. The extraction of the histones by
the protamine is time dependent.

Introducció:

L'eipermiog�nesi del gall �s aquell proc�s pel qual

l'espermàtida rodona experimenta una metamorfosi per donar

lloc al espermatozoide. L'espermàtida rodona �s una cèl.lula

que t� totes les característiques d'una c�l.lula somàtica

típica (citoplas�a, nucli rodó, ADN en estructura nucleo-
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sbmica i dominis heterocro�tics i eucrom�tics a la cromatina),
mentre que l'espermatozoid� �s una c�l.lula altament hidro­

din�mica que gairabé ha perdut tot èl citoplasma, ha reduit

el volum nuclear 75 vegades, que ha perdut totes les histones

i on l'ADN es mant' compacte per la protamina gallina, pro­

terna amb un 58% de residus positius.

¿Quins són doncs els mecanismes pels quals es produeixen

aquests canvis tan marcats en la composi�ió i l'estructura

de la cromatina al lIare d'aquest procés de diferenciació

cel.lular? per tal de que la protamina pogui formar un com­

pacte complexe amb I�AD�, primer s'ha de perdre la super­

estructura de la cromatina i segon els nucleosomas es tenen

que dessenssamblar. Aquest proces de desenpaquetament té lloc

en prEs�ncia d'exposició de llocs a nivell de l'ADN tal com

s'ha demostrat per la �nió de l'actinomicina O i el patró

d'iniciació d'ARN "in vitro" (Mezquita and Teng, 1977)� El

desplaçament de les histones de l'AGN planteja un problema

termodin�mic de l'estabilitat de la macromol�cula, aixi qoe

tercer: han d'haver-hi mecanismes que actuin estabilitzant

aquest ADN exposat. per altra banda resulta esencial la

protecció de l'ADN en front de nucleases i agents físics i

químics que poguin .alterar el missatje gen�tic vehiculitzat

per aquesta c�l.lula. Cuart: La protamina ha d'unir-se a

l'ADN d'una forma ordenada i acabar finalment compactant
I

i protetgint a l'ADN.

1-) P�rdua de la superestructura de la cromatina!

Entre els mecanismes que poden actuar relaxant la super­

estructura de la cromatina, es pot destacar la neutralització

de residus positius de les histones mitjançant l'acetilació

dels extrems,N-terminals. Al llarg de l'espermiog�nesi del

gall esdev� una hiperacteilació de les histones coincidint

amb la transició nuclihistona-nuc�iprotamina (Oliva and

Mezquita, 1982; Mezquita et al., 1983; Oliva, 1984); Aquesta
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hiperacetilació de les histones també ha sigut descrita en

altres esp�cies que reemplacen histones per prota�ines: en

la truita (CGristensen and Dixo� 1982) i en les rates

(Grimes and Henderson 1983, 1984). En les esp�cies que retenen

les histones en el nucli de l'espermatozoide la acetilació

de les histones no és detectable (Ruiz Carrillo 1973).-
Cal també destacar l'influencia que la superhelixitat de

l'ADN pot tenir sobre l'organització de dominis de la cro­

matina. Per l'actuació de les topoisomerases resultan esen-

cials les �oliamines (Baldi et al., 1980 ). Doncs bé

durant aquest procés de diferenciació esdevé un increment en

la síntesi i nivells de poliamines (Oliva et al., 1982;

Oliva� 1983; Oliva, 1984) que d'alguna forma podrien inter­

venir en els canvis de superhelixitat que potencialment han

de donar-se al lIare de l'espermiog�nesi (Roca i mezquita,

1985).

2°� Desenssambiatje del.nucleosoma:

Encara que l'espermiogènesi és un model excel. lent amb

el que investigar els canvis en la composició nuclear i els

estats estructurals i funcionals de la cromatina� fins el

present el mecanisme pel qual els nucleosomes eren desenssem­

blats i les histones completament desplaçades no havia estat

comprés. Fent servir nuclis de lletó de badella no �s possible

desplaçar a les histones per la protamina a les relacions

fisiològiques protamina/ONA, i al au�entar la concentració

de protamina, tant,sòls les histones riques en lisina poden

ser completament desplaçades (Wong and marushige, 1975)�
Jr Bode et al. (1977) varen mostrar que fent servir cromatina,
els contactes específics entre les histones dels nucleosomes

vehins prevenian el seu desplaçament per la protaminai
Fent servir partícules nucleosòmiques sense superestruc-
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tura J. Bode et al. (1980) varen mostrar que tant sols �s
-

possible desplaçá el 30% de totes les histones del core a

relacions fisiolbgiques protamina/O�A, si les partícules

nucleosòmiques derivaren de cèl.lules hiperacetilades per

tractament amb butirat.

S'ha descrit que l'acetilació de les histones a uns

nivells mitjos de 12 grups -acetat per partícula nucleosòmic&,
relaxa l'estat compacte d'aquesta i resulta en una reducció

de la mobilitat electrofor�tica (J. Bode et al. ,1983): Per

microscopía electrònica (Bertrand Et al., 1984) s'ha mostrat

que amb la hiperacetilació de les histones s'indueixen

canvis conformacionals que condueixen al desenssamblatje
del nucleosoma. Aixi doncs l'acetilació de les histones no

tan sols pot tenir un paper en la pèrdua de la superestruc�ura
de la cromatina, si nó tamb� en la pèrdua de la subestructura�

En aquest treball mostrem que és possible un desplaçament
total de les histones a les relacions protamina/ONA pr1ximes
a les fisio11giques: a) Fent serüir la protamina de salmó

(Salmina) hem trobat que l'extracció �s prefereotièl per

poblacions de rnucleosomes �ontenint histones hiperacetilades,
i que les histones hiperacetilades són preferencialment
extretes. La primera histona en ser extreta 's l'HI, despr�s
és la H2A i la H2B, i finalment la H3 i la H4. L'espermina
incrementa l'eficiencia d'extracció de les histones especial-
ment de la H3 i la H4.

b)Fent servir la protamina homòloga

(protamina gallina) hem trobat que presenta una eficiència

molt m�s elevade per desenssamblar el nucleosoma que la

salmina. En aquEst treball mostrem que relacions protamina

gallina/ONA pròximes a les fisiològiques provoquen un des­

plaçament total de les histones.



Per tal de que la uni6 de la protamina a l'ADN esdevingui

d'una forma ordenada, és necessari que hi hagi algún mecanisme

que condueixi la opertura d'aquelles regions de la cromatina
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3er) Estabili tzació i protecció de l' ADN exposat en la tran­

sició nuclihistona-nucliprotamina:
En certs virus s'ha descrit que les poliamines actuen

facilitant la condensació de l'ADN ( Gosule and �chellman,

1976). L'adició de poliamines exbgenas a línias cel.lulars

ha mostrat que aquestes actuen provocant una condensaci6 de

la cromatina i una reducci6 del volum nuclear (Nagl �t al�,
1984): De forma similar l'au��nt'en elè niVell§ de polièmihes­

detectats durant l'espermiogènesi podrien jugar un paper

important a l'hora d'actuar estabilitzant les diverses

cadenes d'ADN exposades i prevenint la seva tendència entrb­

pica a la expansió i repulsi6 electrost�tica.

S'han descrit també propietats antimutagèniques per les

poliamines en certs sistemes procaribtocs i eucaribtics

(Clarke and Shankel, 1975) i per altra banda prevènen

l'actuació de les nucleases( Pingoud et al., 1984 )�
Un altre posible mecanisme de participaci6 de les poli­

amines en els processos de condensaci6 de l'ADN ve donat pel

fet de que les poliamines s'uneixen preferencialment a les

'regions enriquides en dCC-G) (Igarishi et al., 1982) i

estabilitzen el Z-DNA (Behe and Felsenfeld, 1981)� El Z-DNA

té una tendència a auto· agregar-se (Rich et al., 1984)� i les

poliamines son els. compostos que més f ac
í Lman t condensen

l'ADN(8ase et al. ,1984, Thomas and Bloomfield, 1984)� La

transició S-ONA a Z-DNA pot ser facilitada si el ADN esta

superenrotllat negativament. AÚN_amb superhelixitat negativa

ha d'estar present en les esperm�tides allargades com una

conseqOencia de la pèrdua dels nucleosomes ( Mezquita, 1985)�
4QrI;) Uni 6 d e la pro tami na d' una forma ordenada per un mee a­

nisme termodin�micament favorable:
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on s'hagi d'unir la protamina. Amb anterioritat varem propo­

sar que a través d'un elevat recanvi de grups acetat, asso­

ciat a la hiperacetilació de l'H4 que té lloc en les esper­

màtides allargades (Oliva ànd mezquita� 1982), llocs en

l'ADN poden ser ràpida i reversiblement exposats facilitant

la unió de protefnes cromosbmiques a l'ADN�

En les espermàtides de la truita, s'han aïllat dominis

de la cromatina enriquits en histones H4 hiperacetilades:

(Christensen and Dixon, 1984)� fet que apoia la idea de que

la hiperacetilació pot tenir la funció de conduir d'una forma

ordenada la unió de la protamina.

Tot i que la protamina s'uniria amb preferència a aque­

lles regions de la cromatina amb histones hiperacetilades,
hi ha el perill de que si l'afinitat que presenta per l'ADN

�s massa elevada� s'unís també a altres regions de la croma­

tina provocant una prematura compactació i una desorganit�

zació en el fenbmen de reemplaçament de les histones per
-

protamina.

Una forma d'aconseguir que la protamina presenti una

afinitat moderada per l'ADN consisteix en la fosforilació

de les seves serines. En aquest treball mostrem que �uan la

protamina s'està unint a l'ADN en les espermàtides allargades,
es troba en un cert grau de fosforilació. El grau de fosfo-

rilació de la protamina decreix a les fases finals de lésper­

miogènesi i és practicament indetectable en els espermato-

zoides.

mktodes:

La preparació de suspensions cel.lulars, marcatge amb

3H-acetat i separació de les cel.lules testiculars s'ha fet

com s'ha descrit pr�viament (Oliva et al.,1982; Oliva arid

mezquita, 1982).
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La preparació de nuclis s'ha fet fent servir Bisulfit

50 mm., Citric 10 mm. ( pH 2,4) i pmSF 1 mm. per tal

d'assegurar un bloqueig total de la proteolisi en un tampó
que contenia cations divalents (10 mm. CaC12 i 10 mm� mgc12)·,
15 mm. Butirat (per prevènir desacstilaci6 de les histones)
i sacarosa �,l m� Aquest medi té a més l'aventatje de que

evita la pèrdua de les histones en comparació amb altres

mètodes (Krause, 1978).

Preparació de nucleosomas: Dues poblacions de nucleosomes

varen ser preparades per digestió amb nucleasa micrococal

tal com s'ha descrit ( Bode et al. 1983). Les dues poblacions
diferien en el .contingut dé proteínes no histones i d'histones

acetilades.

Electroforesis preparativa de nucleosomes: Hem fet

servir el mètode electroforètic en gel no desnaturalitzant

descrit per Bade et al. (1983) per aconseguir separar cada

població de nucleosomes en subpoblacións que difereixen en

el grau d'acetilació i presència de no histonas. Hem intro­

duit les millores de que aquest mètode sigui preparatiu (es

poden carregar fins a 20 ml. de mostre)i de que es poguin

obtenir directament els nucleosomes qua� surten del gel

mitjançant una càmara d'elució acoolade a la base del gel.

Experiments de desplacament: Les diverses poblacions

de nucleosomes varen· �er tractades per protamina gallina a

salmina en presència a absència d'espermina per diversos

temps i centrifugades a 24.000 g. 10 min •• Relacions en pes
I

protamina gallina/ AD� de 0,5 son suficients per fer que

tot l'ADN sigui precipitable. Les histones extretes del sobre­

nadant i les histonES no extretes del sediment varen ser

analitzades tant en gels de SOS-acrilamida 18% com en gels

de acrilamida-acètic-trito-urea.
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Resultats i discusió:

La determinació de la cronologia dels canvis proteics

nucleals i d�acetilació durant l'espermiog�nesi mostra que

esdevé una hiperacetilació de les histones coincidint amb

elde5en�aquetament de la cromatina i el desenssamblatge del

nucleosoma( Fig. 1 i 2). Aquesta transició nuclihistona­

nucliprotamina té també lloc en pres�ncia de nivells elevats

de poliaminas (fig.l).

Figura l.:
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Dels experiments "in vitro" en els que es mimetitzaven

algunes de les condicions del desplaçament "in vivo" de les

histones per la protamina mostraren que l'acetilació de les

histones i la pr6s�ncia dVespermina s�n factors que faciliten

el desenssamblatge del nucleosoma.
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Fent servir protamina gallina hem trobat que l'eficiència

amb la que extrau les histones és molt superior a la capaci­

tat déxtracció de la salmina. Relacions pròximes a les

fisiològiqu�s de protamina gallina són suficients per produir

un d e s p Laç arne n t total de les histones (fig.3)', fet que fins

el present no s'havia accon�eguit.

Progresió de

l'espermiogenesi

e



L.'anal.i,si de les formes de fosforilació de la protamina

mostra que aquestes son mes abundants al principi de la tran­

sició nuclihistona-nucliprotamina i son casi indetectables

en els espermatozoides (Fig.4).
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Figura 4.:

Variaciòns en el grau de fos­

forilació de la protamina al

llarg de l'espermiogènesi del

gall. El pic principal correspon

a la protamina, mentre que les

bandes amb mobilitat electro-

forètica reduida corresponEn a

les hipotéti.ques formas de fosfo- c)
rilació de la protamina. (a-e)
diversos estadis de la progresió
de 1 'espermiogénesi. (f) protamina e)

-

aels esoermatozoides. f)

ffi-----.... e

a)

b)

d)

No obstant s'ha de tihdre en comote que d'altresmodifi­

cacions de la protamina tals com l'ADP ribosilació poden tanbé

conduir a una reducció en la seva mobilitat electroforètica

i sobrep�sar-se a lo que ens pensem són bandes de fosforilació.

La determinació de l'incorporació de fosfat radioactiu a la

pr�tamina mostrará definitivament el seu grau de fosforilació;

a part d'evitar una excesiva afinitat per l'ADN, pot també

facilitar la unió d'�ltres molècules de protamina vehines

degut a la formació de ponts electrostàtics fosfat-arginina.
En conclusió: En aquest treblall es mostra per primera

vegade que és possible explicar "in vitro" el sesenssamblatje

del nucleosoma i la unió de la protamina gue esdevé "in viva"

Cal t arnbé la protamina fosforilada,

al llarg de la
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