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Abstracts Histone Hl is the most distinct of the five histone
classese Its location in the nucleosome, molecular size and
composition, and less conservative primary structure in the
evolution , make Hl very different from the other histones.
Hl shows variability not only among different organisms but
among tissues of the same organism and even at succesive de
velopment stages of the same tissue. These facts suggest an
important role of histone HlL in the process of cell differen
tiatione.

Electrophoretic studies of percloric acid soluble
proteins from rooster testis and liver yield different pat-
terns, Hl usually resolves in two main bands in SDS poly-
acrylamide gels, but a third band is detected in liver. In
order to avoid proteclitic artifacts, we have compared the
electrophoretic patterns in the presence or absence of the
proteolitic inhibitor "Benzamidine®e In the presence of the
inhibitor the ratios HMG 1&82/H1 and ubiquitin/Hl decrease,
and the ratio low molecular weight HMG/Hl increasese

Variants de Hl a diferents models de diferenciacié cel.lulare

Dintre de les histones, la Hl presenta diverses peculiaritats. E£s

la histona de major pes molecular, i en la seva composicid destaca
especialment el ser rica en l'aminolcid lisinae Perd el fet més di
ferencial €s la seva localitzacid en la cromatina, no formant part
de lt'octdmer, que integren les restants histones. La histona Hl in
teracciona amb uns 20 pbe. de DNA, que €s l'anomenat "linker" dintre
de l'estructura nucleosomal. Estructuralment presenta un domini cepn
tral globular i dos dominis terminals, anomenats "bragos".
Funcionalment s'ha involucrat cl2sicament en el controcl de la su-
perestructura de la cromstina. Paper en el que s'hi implica també

la fosforilacid i ADP=ribosilacid, com a principals modificacions

qufmiques post-traduccionals, que experimenta la Hle
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Una caracterfstica destacable de la Hl &€s la seva variabilitat,
€s a dir el presentar la seql2ncia d'aminol3cids menys conserva-
da del grup de les histones. EnN conseqﬂénbia €s fregllent trobar
descripcions de les variants especffiques de diversos organise=
mes. Perd el que resulta remarcable €s la variabilitat trobada
entre els teixits d'un mateix organisme, i dintre d'un mateix
teixit en el temps, segons el seu estadi de desenvolupamente.
Aquesta variabilitat sugereix la intervencid de la Hl i de ltes
tructura de la cromatina, en els procesos de desenvolupament i
diferenciacid cel.lular.

Deixant a part les formes de Hl especffiques d'un organisme s'han
descrit,amb relacid a fendmens de diferenciacid cele.lular, les
segllents varietats:

~La H5 prdpia dels eritrdcits nucleats de les aus, que apareix a
mesura que es perd l'activitat nucleal d'aquest tipus cel.lulars.
-La Hlo que es troba en teixits que experimenten una diferencia-
cif terminal, €s a dir teixits ben diferenciats amb un fndex baix
de divisid cel.lular. Aixf per exemple, es troba en fetge de ra-
t0lf, Tamb€ apareix a l'induir la diferenciacid de les c2l.lules
eritroleuc@miques de Friend, corroborant el paper gue la H1° pot
tenir en fendmens de diferenciacid cel.lulars

Ltaparicid de la H1® &s contradictdria en cdl.lules neoplasiques,
perd stha demostrat que la seva pres2ncia pot ser en molts casos
un artefacte proteolftic en gels de PA«SDSe £s de destacar que en
aquests tipus de c®leslules s'hi detecten intenses activitats pro-
teolftiques. (1)

L'existd&ncia de Hlo en aus era qllestionada, perd sembla ser gue
s'ha detectat en el fetge de pollastre de tres mesos d'edate.(2)
-La Hlt, descrita en rates(3) i humans(4), signicant la t, tes=-
ticular.€s una variant de Hl amb una composicié enrriquida amb
aminodcids arginina i metionina.

La seva aparicié a lt'espermatog®nesi &€s meidtica. Concretament
en la fase de paguinema, i es mant€ fins les dltimes etapes de
l'espermiog®nesie. (5) El paper que pot jugar en els fendmens de
recombinacié gen2ticaj que tenen lloc durant el paquinema, on es
troben poblacions de cromatina fisioldgicament escindides i que
s'han descrit com p-DNA i inter-p-DNA cromatina (6); o en els

drastics canvis nucleals observat al llarg de l'espermiog2nesi,

és quelcom molt interessant d'esbrinare
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Una variant testicular de Hl,que esdevé majoritdria per substitucid
de les altres Hl, s'ha descrit tamb€ en la truita. (7)

-] finalment, en vertebrats superiors (Humans, badella, ratesees)
s'han identificat 5 subfraccions corresponents a la Hl, per cro-
matografia amb Bio-Rex 70e Agquestes subfraccions s'han anomenat

per lt'ordre d'eluciéf com: a, b, c, d, e.

La seva mobilitat eiectroforética, aixf{ com el de totes les variants
esmentades Tins aquf.ho presentem relacionat en la Taula le.

Alguns fets interessants en relacid a la diferenciacid cel.lular
sédn: L'abs®ncia de la subfraccid b, en testicle de rata. (8)

1 també€ lt'increment de la subfraccid a en tots aquells teixits amb
una activa replicacid del DNA, aixd explica les difer®ncies entre
fibroblasts i c®l.lules Hela en cultiu, en quant a la relacid de

les dues bandes principals de H1L en PA. SDS., que passa de ser

en fibroblasts de 4 a ser en HelLa de l. (Relacid banda menys mbdbil

a la m€s mdbil, que conté€ la Hla.)e (9)

TAULA 1. .
NOMENCLATURES DE LES BANDES ELECTROFORETIQUES DE H1

EN GELS DE PA. SDS. EN GELS DE PA. ACETIC-UREA

',............aﬂu...----------.‘

Refe(l i 2) Ref.(3,4 1 B) Ref. (9) Refe(10)
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o

o

En el pollastre on es va descriure per primer cop la HS5, i del que
utilitzem la 1fnga cel.lular de diferenciacid espermatog®nica, com
model de recerca en el nostre grup, no hi ha res conegut respecte
a variants testiculars de Hl, ni respecte a les subfraccions i les
seves possibles variacions al llarg de l'espermatogdnesi.

Els primers abordatges d'aquest tema sén l'objectiu del present

tre bal af .




140

Material i métodeso

=Fetge (acuradament desagnat per perfusid portal amb ClNa 150 mn
4+ citrat sddic 15 mMy, pH 7eS5)y i testicle (completament alliberat
de 1ltalbugfnea testicular), obtinguts de galls de la raca Hubbard
White Mountain de 25 a 50 setmanes d'edate

-A partir del testiele s'efectua per mitjans mecdnics en una prime=
ra fase i enzimdtica (tripsinitzacié) en una segona, una suspensid
cel.lular. Les c®leslules de la suspensid sén susceptibles de ser
separades en diferents fraccions pel par3metre fisic del seu vo-
lum, mitjangant el m2tode d'elutriacide (11)

Les fraccions resultants correlacionen b€ a estadis de diferencia-
cid espermatog®nica. :
=Efectuem extractes amb 3cid percldric (PCA) D74 N i preeipitem
amb TCAA a una concentracid final del 18%e Rentem un cop amb acde=
tona acidificada i dos cops més sense acidificar-lae. (12)
~Utilitzem com inhibidor de proteolisi Benzamidina a concentracid
50 mMe El que permetrd comparar patrons en pres2ncia i abs2ncia
de ltesmentat inhibidor.

=Els extractes obtinguts sén estudiats electrofor®ticament per di=-

versos tipus de gels de poliacrilamida (PAe.)e

Resultats i discusside

-Amb PAe SDS trobem dues bandes corresponents a la Hl. No trobem
cap banda en la zona propera a les HMG 1l&2, on s'hi descriu la va
riant Hlt, en els extractes de testicle.

Incrementant el recorregut del gel i baixant la concentracid de
PA. en el gel al 12% aconseguim desdoﬁlar la banda de més mobili
tat de les corresponents a la Hle (Figel)

Ja que apareix tamb& en pres®ncia de Benzamidina, hem de pensar
que aquest desdoblament no es tracta d'un artefacte proteolftice
Llavors estem o davant d'una modificacid post-traduccional amb
entitat suficient per alterar la mobilitat en SDS, o davant la
pres&ncia d'una variant,o davant la separacid ,de dues fraccions
de la Hl.

En el fetge observem tres bandes corresponents a la Hl, on la de

major mobilitat podria ser la H1S A l'estudiar-ho amb PA. acdtic

: o
urea,tamb€ ens apareix una banda compatible amb la Hl , (Fig.3)
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del de diferenciacid espermatog®nic al gall (resultats no esmentats),
’

sén la base de properes investigacions referides tant a la meiosi,

com a la regulacid de l'expresif gendtica de la Hl. Expresid, que co

hem referit , correlaciona evidentment amb els fendmens de dife:mm%

cid cel.lular.
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Metilacid de 1°ADN i diferenciacibd cel.lular.Quantificacid de

la S-Adenosilmetionina (SAM), S-Adenosilhomocisteina (SAH) i

Metiltioadenosina (MTA) durant 1°espermatogénesi del pall.

N.Rocamora i C.Mezquita

Laboratori de Fisiologia del Nucli Cel.lular
Departament de Fiesiologia i Bioquimica
Fac.Medicina Uni¥.Barcelona Av.Diagonal s/n
08028 Barcelona

To study whether changes in methylation of DNA were related to
the structural and functional changes that chromatin undergoes
during spermatogenesis we have previously determined the 5= methyl
cytosine content of DNA purified from chicken testis cells at
different stages of differentiation. The DNA of meiotic and
premeiotic cells appears hypomethylated containing 30% less me-
thyl cytosines than the DNA obtained from premeiotic and somatic
cells (1). S-Adenosylmethionina (SAM) is involved in two essen—
tial processes: transmethylation and polyamine biosynthesis.
Both are important during the differentiation of the germinal
cell line and could be mutually related in the sense that both
reactions use a common precursor and because polyamines, whose
synthesis increases during spermatogenesis (2), could inhibit
DNA methylase activity. Since all the putative involvements of
these enzymatic activities require the measurement of SAM and
S-Adenosylhomocysteine (SAH) wehave determined these metabolites
in rooster testis cells and liver by HPLC. We have also deter-
nined the content of Methylthioadenosine (MTA) as a parameter of
polyamine biosynthesis. The content of SAM, expressed in
nmol/mgDNA, was 29,152 0,95 for mature testis, 9,3% 0,6 for
immature testis and 52%* 1,73 for liver. The content of SAH was
3,270,809 ;, 2,0£0,3 &and 20,0 1.2 respectively. The content
of MTA was 1,0* 0,1, (mature testis) not detectable (immature
testis) and 0,75% 0,1 (liver). No apreciable amounts of SAM,
SAH and MTA were detected in spermatozoa.

Introduccié

La diferenciacid cel.lular és el resultat d'una activitat gé-
nica difetrencial que va especialitzant la cél.lula embrionarisa
"totipotent" cap a un estat de "determinacid" i posterior "di-
ferenciacié" que es caracteritza per un patrd proteic tipic.
El control de la diferenciacid s'exerceix directament sobre la
molécula de 1'ADN.

La informacidé continguda en aquesta molécula no és unicament la

sequéncia covalent de les quatre bases sino que;
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- L'estructura tercidria de la molécula és també informa-
tiva ja que influeix en l'accessibilitat de determinades
sequéncies i també pot tenir més o menys afinitat per
determinades proteines.

- L'existéncia de seqliéncies transponibles introdueix tam-
bé un nou factor de regulacid ja que agquestes en funcid
del lloc a on es troben poden, per exemple activar o no
un grup de gens.

- La metilacid de 1'ADN,ademés de poder controlar els meca-
nismes esmentats anteriorment és un altre possible factor

de regulacidé que analitzarem amb més profunditat.

La metilacié de 1'ADN és una modificacid covalent post-replica-
tiva, regulada enzimédticament, que introdueix un grup -CHB en
el carboni 5 de les citosines, quedant aquest grup exposat en
el solc ample de la doble hélix.

Les deC es troben en un 90% en el dinucledtid CpG.

Els pratons de metilacidé sén caracteristics per cada tipus
cel.lular i es mantenen a causa de les anomenades metilases

"de cOpia" que introdueixen un grup metil a la nova cadena re-
centment sintetitzada de forma simétrica al patrd preexistent en
la cadena paterna.

Quand s'inicia un patrd la metilasa "de novo" necessita un reco-
neixement de sequéncia altament especific per no metilar totes
les citosines.

Per altra banda ja que la major part de les cel.lules sembla que
no tenen desmetilases la pérdua de metilacid es donara per di-
lucié deguda a la manca d'activitat metilasa.

Tanbé per a la desmetilacib podria ésser important l'especifitat

de sequéncia per 1l'unid d'inhibidors a llocs especifics, actuant






