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Abstract:

The nucleohistone-nucleoprotamine transitiom as a model of

cell differentiation and as a model of nucleosome dissasembly,

Nucleosomes are dissssembled at the end of rooster
spermiogenesis and the DNA is orcanized in a highly compact
nucleoprotemine complex. The replacement of histones by the
protamine galline takes place with hyperacetylation of his-
tones in an ambience of high polyamine concentration, -Until
present the mechanism by wich nucleosomes are dissassembled
were poorly understood, and attempts to mimic "in vitro"
the nucleohistone-nucleoprotamine transition had failed. In
this paper we show that using protamine gallipe it is :
pcssible to completely displace all the histones from nucleo-
somes "in vitro" near the physiologycal protamine/DNA ratios
Salmine has a lower efficiency for extracting histones than
the galline protamine. lsing salmine we show that extraction
is preferential for nucleosomes containing hyperacetylated
histones. Spermine increases the efficiency of extraction
specizlly of H3 and H4. The extraction of the histones by
the protamine is time dependent.

Introduccid:

L “espermiogknesi del gall és aquell procés pel gual
l‘espermatida rodona experimenta una metemorfosi per donar
lloc al espermatozoide. L ‘espermatida rodona és unz cel.lula

que té totes les caracteristiques d’una ckl.lula somatica

tipica (citoplasma, nucli roddé, ADN en estructura nucleo-




126

shmica i dominis heterocroatics i eucromatics a la cromatina),
mentre que 1 espermatozoide és una cel.lula altament hidro-
dinamica gque gairabé ha perdut tot el citoplasma, ha reduit
el volum nuclear 75 vegades, gue ha perdut totes les histones
i on 1°ADN es manté compacte per la protamina gallina, pro-
tefna amb un 58% de residus positius,

,Quins sén doncs els mecanismes pels guals es produeixen
aguests canvis tan marcats en la composicid i l'estruﬁtura
de la cromatina al llarc d’aquest procés de diferenciacig
cel.lular?, Per tal de gue la prctamina pogui formar un com-
pacte complexe amb 17ADN, primer s’ha de perdre la super-
estructura de la cromatina i segon els nucleosomas es tenen
Que dessenssamblar., Agquest proces de desenpaguetament té lloc
en presencia d’exﬁosicié de llocs a nivell de 1°ADN tal com
s’ha demostrat per la wnid de l7actinomicina D i el patré
d”iniciacid d’ARN "in vitro" (Mezquita and Teng, 1977). E1
desplagament de les histones de 1°ADN planteja un problema
termodinamic de 1’estabilitat de la macromolecula, aixi que
tercer: han d’haver-hi mecanismes que actuin estabilitzant
agquest ADN exposat; per altra banda resulta esenciai la
proteccié de 1°ADN en front de nucleases i agents fisics i
quimics que poguin alterar el missatje genetic vehiculitzat
per aquesta cel,lula, Cuart: La protamina ha d“unir-se a
1°ADN d”una forma ordenada i acabar finalment compactant
i protetgint a 1°ADN.

1°r) pbkrdua de la superestructura de la cromatina:

Entre els mecanismes que poden actuar relaxant la super-
estructura de la cromatina, es pot destacar la neutralitzacié
de residus positius de les histones mit jangant 1“acetilacid
dels extrems N-terminals, Al llarg de 1“espermiogenesi del
gall esdevé una hiperacteilacié de les histones coincidint

amb la transicié nuclihistona-nucliprotamina (0liva and

Mezquita, 19823 Mezquita et al., 1983; Oliva, 1984). Aquesta
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hiperacetilacid de les histones també ha sigut descrita en
altres espeécies que reemplacen histones per protamines: en

la truita (Ckristensen and Dixon, 1982) i en les rates

(Grimes and Henderson 1983, 1984), En les especies que retenen
les histones en €l nocli de 1°espermatozoide la acetilacid

de les histones no és detectable (Ruiz Carrillo 1973),

Cal també destacar 1°influencia que la superhelixitat de
1°ADN pot tenir sobre l°organitzacid de dominis de la cro-
matina, Per l”actuacid de les topoisomerases resultan esen-
cials les poliamines (Baldi et al., 1980 ). Doncs bé
durant aquest procés de diferenciacidé esdevé un increment en
la sintesi i nivells de poliamines (0liva et al., 1982;
Oliva, 1983; pliva, 1984) que d‘alguna forma podrien inter-
venir en els canuis de superhelixitat gue potencialment han
de donar-se al llarc de 1°espermiogeénesi (Roca i Mezquita,
1985),

2°") Desenssamblatje del nucleosoma:

Encara que 1l espermiogenesi és un model excel.lent amb
el que investigar els canvis en la composicid 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 desplagades no havia estat
comprés. Fent servir nuclis de lletd de badella no &s possible
desplagar a les histones per la protzmina a les relacions
fisiolbgiques protamina/DNA, i al aumentar la concentracid
de protamina, tant sals les histones riques en lisina poden
ser completament desplagcades (lWlong and Marushige, 19?5);
J. Bode et al, (1977) varen mostrar que fent servir cromatina,
els contactes especifics entre les histones dels nucleosomes

vehins prevenian el seu desplagament per la protamina.

Fent servir particules nucleosbmigues sense superestruc-
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tura J. Bode et al. (1980) varen mostrar que tant sols és
possible desplag4 el 30% de totes les histones del core a
relacions fisiolbgiques protamina/DNA, si les particules

nucleosomiques derivaren de cel.lules hiperacetilades per
tractament amb butirat,

S°ha descrit gue 1l°acetilacié de les histones a uns
nivells mitjos de 12 grups acetat per particula nucleosbmica,
relaxa 1°estat compacte d“agquesta i resulta en una reduccid
de la mobilitat electroforética (J. Bode et al.,1983). Per
microscopfia electrbnica (Bertrand et al., 1984) s’ha mostrat
que amb la hiperacetilacidé de les histones s indueixen
canvis conformacionals gue condueixen al desenssamblat je
del nucleosoma; Aixi doncs 1 acetilacid de les histones no
tan sols pot tenir un paper en la perdua de la superestructura
de la cromatina, si né també en la perdua de la subestructura.

En aguest treball mostrem que és possible un desplagament
total de les histones a les relacions protamina/DNA proximes
a les fisiolbgigques: a) Fent servir la protamina de salmd
(Salmina) hem trobat que 1°extraccié és preferencial per
poblacions de mucleosomes contenint histones hiperacetilades,
i gque les histones hiperacetilades sdn preferencialment
extretes. La primera histone en ser extreta és 1°Hl, després
€s la H2A i la H2B, i finalment la H3 i la H4, L “espermina
incrementa 1l°eficiencia d’extreccié de les histones especial-
ment de la H3 i la H4,

b)Fent servir la protamina hombloga
(protamina gallina) hem trobat que presenta una eficikncia
molt més elevade per desenssamblar el nucleosoma que la
salmina., En aquest treball mostrem que relacions protamina
gallina/DNA prbximes a les fisiolbgiques pfouoquen un des-

placament total de les histones,
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3er) Estabilitzacid i proteccid de 1 ADN exposat en la tran-

sicid nuclihistona-nucliprotamina:

En certs virus s’ha descrit qué les poliamines actuen
facilitant la condensacid de 1°ADN ( Gosule and Schellman,
1976). L adicié de poliamines exbgenas a linias cel.lulars
ha mostrat gue aguestes actuen provocant una condensacid de
la cromatina i una reduccidé del volum nuclear (Nagl et al.,
1984), De forma similar 1 aument en els nivells de poliamines
detectats durant 1“espermiogenesi podrien jugar un paper
important a 1°hora d“actuar estabilitzant les diverses
cadenes d ADN exposades i prevenint la seva tendencia entrb-
pica a la expansidé i repulsid electrosthatica,

S’han descrit també propietats antimutagkniques per les
poliamines en certs sistemes procaribtocs i eucaribtics
(Clarke and Shankel, 1975) i per altra banda preveénen
l“actuacié de les nucleases( pingoud et al,, 1984 ¥,

Un altre posible mecanisme de participacid de les poli-
amines en els processos de condensacid de 1°ADN ve donat pel
fet de que les poliamines s’uneixen preferencialment a les
‘regions enriquides en d(C-G) (Igarishi et al., 1982) i
estabilitzen el Z-DNA (Behe and Felsenfeld, 1981). E1l Z-DNA
té una tenckncia a autc- agregar-se (Rich et al., 1984), i les
poliamines son els compostos gue més facilment condensen
1°ADN(Base et al.,1984, Thomas and Bloomfield, 1984). La
transicié B-DNA a Z-DNA pot ser facilitada si el ADN esta
superenrotllat negativament. ADN amb superhelixitat negativa
ha d”estar present en les espermatides allargades com una
conseqliencia de la perdua dels nucleosomes ( Mezquita, 1985).

4*Y) Unid de la protamina d’una forma ordenada per un meca-

nisme termodinamicament favcrables

Per tal de que la unié de la protamina a 1°ADN esdevingui

d“una forma ordenada, és necessari que hi hagi algln mecanisme

que condueixi la opertura d aquelles regions de la cromatina
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on s“hagi d“unir la protamina. Amb anterioritat varem propo-
sar que a treavés d“un elevat recanvi de grups acetat, asso-
ciat a la hiperacetilacidé de 1°H4 que té lloc en les esper-
matides allargades (0liva and Mezquita, 1982), llocs en
1°ADN pocen ser rapida i reversiblement exposats facilitant
la unié de protefnes cromosomigues a 1 ADN.

En les espermatides de la truita, s“han afllat dominis
de la cromatina enriquits en histones H4 hiperacetilades,
(Christensen and Dixon, 1984), fet que apoia la idea de que
la hiperacetilacid pot tenir la funcié de conduir d“una forma
ordenada la unid de la protamina,

Tot i que la protamina s‘uniria amb prefer&ncia a aque-
lles regions de la cromatina amb histones hiperacetilades,
hi he el perill de que si l1“afinitat gque presenta per 1°ADN
és massa elevada, s unis també a altres regions de la croma-
tina provocant una prematura compactaciéd i una desorganit-
zacid en el fenbmen de reemplagament de les histones per
protamina;

Una forma d“aconseguir que la protamina presenti una
afinitat moderada per 1°ADN consisteix en la fosforilacid
de les seves serines. En aguest treball mostrem que cuan la
protamina s“estd unint a2 1°ADN en les espermatides allargzdes,
es troba en un cert grau de fosforilacid. El1 grau de fosfo-
rilacid de la protamina decreix a les fases finals ce lésper-
miogenesi i és practicament indetectable en els espermato-

zoides,

Metodes:

La preﬁaraciﬁ de suspensions cel.lulars, marcatge amb
3H-—acetat i separacid de les cel.lules testiculars s ha fet
com s ha descrit previament (0liva et al.,1982; pliva and

Mezquita, 1982),
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La preparacidé 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 tampéd
que contenia cations divalents (10 mm. EaEl2 i 10 mm. nglQ),
15 mM. Butirat (per prevenir desacetilacid de les histones)

i sacarosa 0,1 M, Aguest medi té a més 1”aventatje de que
evita la perdua de les histones en comparacidé amb altres

metodes (Krause, 1978), g

Preparacid de nucleosomas: Dues poblacions de nucleosomes

varen ser preparades per digestid amb nucleasa micrococal

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

Electroforesis preparativa de nucleosomes: Hem fet

servir el metode electroforétic en gel no desnaturalitzant
descrit per Bode et al. (1983) per aconseguir separar cada
poblacid de nucleosomes en subpoblaciéns que difereixen en
el grau d’acetilacid i presencia de no histonas, Hem intro-
duit les millores de gqué aquest metode sigui preparatiu (es
poden carregar fins a 20 ml. de mostre)i de que es poguin
obtenir directament els nucleosomes quah surten del gel
mitjangant una camara d“elucid acoolade a la base del gel.

Experiments de desplacament: Les diverses pobiécions

de nucleosomes varen ser tractades éer protamina gallina o
salmina en presencia o absencia d“espermina per diversos

temps i centrifugades a 24,000 g. 10 min,, Relacions en pes
protamina gailina/ ADN de 0,5 son suficients per fer que

tot 1°ADN sigui precipitable. Les histones extretes del sobre-
nadant i les histones no extretes del sediment varen ser

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

de acrilamida-acetic-trito-urea,
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Resultats i discusid:

La determinacid de la cronologia dels canvis proteics

nucleals i d’acetilacidé durant 1 espermiogenesi mostra que

esdevé una hiperacetilacid de les histones coincidint amb

el desennaquetament de la cromatina i el desens&amblatge del

nucleosoma( Fig. 1 i 2). Aquesta transicié nuclihistona-

nucliprotamina té també lloc en presencia de nivells elevats

de poliaminas (fig.l).

Figura 1.:

Canvis de composicid’
proteica en el nucli
cel.lular al llarc
de 1 espermiogenesi

del gall.

Dels experiments

ESPERMATO-  ESPERMATIDES ESPERMATIDA
Z0IDE / ALLARGADES RODONA
—
NUCLI-
JPROTAMINA NUCLFHISTONA
lo0Y}

ACETILACIOD
DE LA
HISTONA M4

T S RS ey S
AUGMENT EN LA .
MENTACIO
SINTESI I RIVELLS ”ELUEII“;mnihSE?I
DE POLIAMINES A

*

5

"in vitro" en els gue es mimetitzaven

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

histones per la protamina mostraren que 1 acetilacié de les

histones i la preskencia d“espermina sén factors que faciliten

el desenssamblatge del nucleosoma.
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Figure 2. 100 ¢ St
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Fent servir protamina gallina hem trobat que 1l°eficikncia
amb la gue extrau les histones és molt superior a la capaci-
tat déxtraccid de la salmina. Relacicns proximes a les
fisiologiques de protamina gallina sén suficients pér produir
un cesplagament total de les histones (fig.3), fet que fins

el present no s’havia acconseguit,

Figura 3.: IN VIVO IN _VITRO
, T [ S oA
Disminucid de : E QD

les histones i
aument de la prota-
mina "in vivo",

comparat amb 1 ex-

traccid de les

histones i unid de

la protamina galli-
na "in,vitrels lst ek “i;“’

-r ‘T hBAg | |~ mmesw |
—- . —
Progresid de Adicid de quantitats

1“espermiogenesi creixents de prota-
mina gallina.
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L‘analisi de les formes de fosforilacid de la protamina
mostra gue aguestes son mes abundants al principi de la tran-
sicid nuclihistona-nucliprotaminea i son casi indetectables

en els espermatozoides (Fig.4).

Figura 4,:

Variacions en el grau de fos-
forilacid de la protamina al
llarg de 1l espermiogenesi del

gall. El pic principal correspon

a la protamina, mentre que les )
bances amb mobilitat electro- b)
foretica reduida corresponen a

les hipotétiques formas de fosfo- c)
rilacid de la protamina. (a-e)

diversos estadis de la progresid d)
de 1l’espermiogénesi. (f)protamina e)
Hels espermatozoides. - f)

No obstant s’ha de timdre en compte que d’altresmodifi-
cacions de la protamina tals com 1°ADP ribosilacid poden tanbé
conduir a una reduccid en la seva mobilitat electroforetica
i sobreposar-se a lo que ens pensem sén bandes de Fpsforilacié.
La determinacid de 1“incerporacio de fosfat radioactiu a la
protamina mostrard definitivament el seu grau de fosforilacid.

Cal també tenir en comte que la protamina fosforilada,

a part devitar una excesiva afinitat per 1°ADN, pot també
facilitar la unidé d“altres molecules de protamina vehines

degut a la formacidé de ponts electrostatics fosfat-arginina.

En conclusid: En aquest treblall es mostra per primera

vegade que és possible explicar "in vitro" el sesenssamblat je

del nucleosoma i la unid de la protamina que esdevé "in vivo"

al llarg de la transicidé nuclihistona-nucliprotamina,
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