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CARACTERIZACION DE LA ESTRUCTURA SECUNDARIA DE SUBTIPOS
DE LA HISTONA H1 POR DICROISMO CIRCULAR!

RESUMEN

Introduccion: Las histonas H1 modulan la
estructura y la funcién de la cromatina. Las
células somaticas de mamifero contienen los
subtipos H1°, Hla, H1b, Hlc, H1d y Hle; en
células germinales de testiculo y en ovocito, se
encuentran respectivamente H1t y Hloo. Su
estructura esta conformada por un dominio
central globular flanqueado por los dominios
N-Terminal (DNT) y C-Terminal (DCT).
Objetivo: Caracterizar la estructura secundaria
de subtipos de la histona H1 mediante dicroismo
circular (DC). Materiales y Métodos: La histona
H1 total se extrajo de nticleos de cerebro de rata
por cromatografia de intercambio catiénico; la
H1° se purificé por filtracién en gel y las Hla,
H1b, Hlc y Hle por cromatografia liquida de
alta resolucion de fase reversa (RF-HPLC).
Los espectros de DC se realizaron en tampén
fosfato 10 mM; tampoén fosfato 10 mM, 20% TFE
(trifluoroetanol); tampén fosfato 10 mM, 40%
TFE; tampon fosfato 10 mM, 60% TFE; tampon
fosfato 10 mM, 150 mM NaCl y tampén fosfato
10 mM, 1 M NaCl. El anélisis de los espectros
se realizé con el programa Standard Analysis.
Resultados: El porcentaje de hélice-alfa se
calculé por diferentes métodos matematicos
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teniendo en cuenta elipticidad molara193 nmy
a 222 nm; con programa de deconvolucion K2D y
conrelaciones cualitativas R1 y R2. EI TFE induce
la estructura en hélice-alfa en cada uno de los
subtipos, mientras que NaCl no induce ningtn
cambio importante. Conclusion: Los subtipos
con mayor contenido de hélice-alfa son Hla y
Hlc. Las diferencias observadas en el porcentaje
de hélice-alfa entre los diferentes subtipos puede
ser importante para su diferenciacién funcional.

Palabras clave: dicroismo circular, histonas H1,
estructura secundaria, hélice- alfa, estructura-beta,
ADN, trifluoroetanol.

CHARACTERIZATION OF THE
SECONDARY STRUCTURE OF
HISTONE H1 SUBTYPES BY

CIRCULAR DICHROISM (CD)

ABSTRACT

H1 histones modulate the structure and
function of chromatin. Mammalian somatic
cells contain H1°, Hla, H1b, Hlc, H1d and
Hle subtypes; H1t and Hloo are found in
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testicular germ cells and oocyte, respectively.
Its structure consists of a globular core domain
flanked by N-terminal (DNT) and C-terminal
(DCT) domains. Objective: To characterize the
secondary structure of histone H1 subtypes
through circular dichroism (CD). Materials and
Methods: Total histone H1 was extracted for rat
brain nuclei by cation exchange chromatography;
histone H1° was purified by gel filtration and the
histones H1a, H1b, Hlc and Hle were purified
by reversed phase high performance liquid
chromatography (RP-HPLC). CD spectra were
performed in 10 mM phosphate buffer; 10 mM,
20% TFE phosphate buffer (trifluoroethanol); 10
mM, 40% TFE; phosphate buffer 10 mM, 60%
TFE; phosphate buffer 10 mM, 150 mM NaCl and
phosphate buffer 10 mm, 1 M NaCl. The analysis
of the spectra was performed with JASCO

INTRODUCCION

En las células eucariotas la cromatina esta
formada por un complejo de ADN y proteinas
que compactan eficazmente grandes cantidades
de ADN dentro del pequefio volumen nuclear.
Las histonas modulan la estructura y la funcién
de la cromatina, las cuales, a su vez, afectan la
utilizacién del ADN gendémico. La estructura de
la cromatina esta sujeta a procesos de dindmica
estructural que hacen posibles la replicacion,
la transcripcion y la regulacion de la expresion
génica (1, 2).

Las histonas H1 son proteinas basicas que
interaccionan con el ADN internucleosomal
(3-5). Se han descrito numerosos subtipos de
la histona H1 en vertebrados, invertebrados y
plantas, pero los mejor caracterizados son los
siete subtipos de los mamiferos, cinco somaticos,
Hla, b, ¢, d, e, H1°, y dos especificos de células
germinales, H1t y Hloo (6), la H5 de eritrocito
de ave (7) y la B4 de Xenopus (8).

Los diferentes subtipos de histonas sufren
modificaciones postraduccionales como:
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Standard Analysis. Results: The percentage
of alpha-helix was calculated using different
mathematical methods, taking into account the
molar ellipticity at 193 nm, and 222 nm, with
K2D deconvolution program and the R1 and
R2 qualitative relationships. The results indicate
that TFE induced the alpha-helix structure in
each of the subtypes, whereas NaCl did not
induce any significant change. Conclusion:
H1la and Hlc are subtypes with highest content
of alpha-helix. The observed differences in the
percentage of alpha-helix between different
subtypes may be important for their functional
differentiation.

Key words: circular dichroism, histone HI,
secondary structure, alpha- helix, beta- structure,
DNA, trifluoroethanol.

fosforilacion, acetilacién, metilacion, poli-ADP-
ribosilacion y ubiquitinizacion. Recientemente,
se han identificado nuevas modificaciones
postraduccionales en histonas H1 de eritrocitos
de pollo: cuatro acetilaciones, tres formilaciones
y dos fosforilaciones (9). Las histonas H1 difieren
en estabilidad evolutiva (10) y en las tasas
relativas de sintesis y degradacion, en células en
divisién y en células quiescentes, propiedades
que permiten cambios en sus proporciones
relativas durante el desarrollo y la maduracion
de los tejidos. Las histonas H1 presentan
diferencias de afinidad relativa por el ADN y
por la cromatina; la Hla es el subtipo con mas
baja afinidad, las H1b y Hlc tienen afinidades
intermedias y las H1d, Hle y H1° tienen las
afinidades mas altas (11).

La estructura de las histonas H1 esta conformada
por un dominio central globular flanqueado
por los extremos amino-terminal (N-terminal)
y carboxilo-terminal (C-terminal); su dominio
globular interacciona con el ADN de enlace a
la entrada y salida del nucleosoma (12) y esta
constituido por un haz de 3 hélices-alfa y una
lamina-beta antiparalela (beta-hairpain) en el
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extremo carboxilico. El dominio N-terminal
(DNT) presenta dos regiones claramente
diferenciadas: la regién mas cercana al N-terminal
tiene carécter apolar, por la presencia de residuos
de alanina y prolina y la otra regién, adyacente
al dominio globular, es similar al dominio
C-terminal en composicién aminoacidica,
contiene residuos basicos, especialmente lisina.
Por su parte, el dominio C-terminal (DCT), rico
en lisina, serina, prolina y alanina, interacciona
con el ADN entre los nucleosomas, neutraliza su
carga y facilita la compactacién de la cromatina
(13). El primer nivel de compactacion de la
cromatina, el nucleosomal, puede deberse, en
parte, a interacciones electrostaticas entre las
cargas positivas de la histona H1 y los fosfatos
del ADN internucleosomal (14). Es probable que
los dominios terminales de la H1 se plieguen en
hélice-alfa y lJamina-beta al interaccionar con el
ADN (15).

Por otra parte, los extremos N-terminal y
C-terminal son altamente bésicos. En disolucién,
estos dominios estdn desestructurados,
probablemente como consecuencia de la

distribucion regular de residuos de prolina y
por las repulsiones entre las cargas positivas de
las cadenas laterales de los numerosos residuos
de lisina y arginina, estos residuos constituyen
casi el 30% del total (16).

La variacién en secuencia y estructura de los
subtipos de la histona H1 ha sido ampliamente
reconocida como un importante factor en la
determinacién de la estabilidad local de la
cromatina. La variacién en las secuencias de
aminodcidos entre los subtipos de una misma
especie radica en la extension de los dominios
policatiéonicos (N-terminal y C-terminal),
mientras que el dominio globular es conservado
en su secuencia de aminodcidos. Dentro de
un mismo organismo, el peso molecular de
dos subtipos de la histona H1 puede diferir
en aproximadamente 1 kDa (Tabla 1) (17, 18);
esta diferencia se debe al dominio C-terminal
de la molécula. La distinta composicién y
conformacion de los dominios de los subtipos
pueden jugar multiples papeles funcionales en
la estructura de la cromatina y en el proceso de
regulacion génica.

Tabla 1. Caracteristicas de subtipos de la H1. PM: pesos moleculares; N°aa total: nimero de aminoacidos
totales; N°aa N-ter: namero de aminoécidos del dominio N-terminal; N°aa Globular: nimero de
aminodacidos del dominio globular; N°aa C-ter: ntimero de aminoacidos del dominio C-terminal; y punto
isoeléctrico (17, 18).

Histona PM NPCaa total NCa N-ter Nraa NCaa C-ter Punto
Globular isoeléctrico
H1° ratén 20716,30 193 20 76 97 10,98
H1° rata 20755,40 193 20 76 97 10,91
H1° humano 20733,50 193 20 76 97 10,85
H1la ratén 21655,70 212 34 76 102 10,93
H1la humano 21713,00 214 35 76 103 11,00
H1b raton 22477,30 222 32 76 114 10,91
H1b humano 22181,30 222 35 76 111 10,90
Hlc raton 21137,70 211 32 76 103 11,00
H1lc humano 21235,70 212 32 76 104 10,94
H1d ratén 21970,90 220 33 76 111 11,03
H1d humano 22221,10 220 33 76 111 11,03
Hle raton 21848,70 218 32 76 110 11,11
Hle rata 21858,80 218 32 76 110 11,11
Hle humano 21736,70 218 32 76 110 11,03
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En presencia de inductores de hélice-alfa_ el
DCT adopta una estructura en cortos segmentos
de hélice, interrumpidos por los residuos de
prolina (19, 20), que podrian interaccionar con
uno de los surcos del ADN (21). Se ha propuesto
que los motivos (S/T)P(K/R)(K/R), presentes
en el DCT, adoptan una estructura de giro
_eta (b) (22). A su vez, estudios con péptidos,
correspondientes a los extremos N-terminal y
C-terminal de las histonas H1° y Hle, mediante
dicroismo circular (DC) y resonancia magnética
nuclear en dos dimensiones demostraron que los
péptidos se estructuran en hélice-alfa y codos
b,s o s,b (23). Igualmente, se determiné que los
elementos de estructura secundaria, presentes
en el DCT unido a ADN, incluyen hélice-alfa,
estructura-beta, giros y bucles abiertos (15).

En presencia de agentes aglomerantes, el DCT de
las histonas H1t y H1° se estructura en hélice-alfa,
banda-beta y bucles abiertos; ademas, el DCT
no unido se encuentra en un estado de glébulo
fundido, como en la estructura secundaria
nativa, pero carece de la estructura del dominio
cooperativamente unida al ADN (24).

El efecto de la fosforilacién sobre la estructura
secundaria del complejo DCT-ADN es especifico
de sitio y depende del namero de grupos
fosfato. La fosforilacién completa aumenta la
proporcion de estructura-beta y disminuye la de
hélice-alfa, mientras que la fosforilacién parcial
aumenta la cantidad de estructura indefinida
y causa disminucion de la hélice-alfa, sin un
aumento significativo de la estructura-beta.
El grado de fosforilacién también tiene efecto
sobre la afinidad del DCT unido al ADN; la
fosforilacion parcial reduce drasticamente la
agregacion de fragmentos de ADN por el DCT,
pero la fosforilacion completa restaura, en gran
medida, la capacidad de agregaciéon del DCT no
fosforilado (25).

La unién del dominio C-terminal al ADN
es basicamente electrostatica; esto implica
compensacion dela carga reciproca de los fosfatos
del ADN vy los grupos amino de la lisina. La
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eliminacién de la carga de la lisina a pH alcalino
induce el plegamiento del DCT con proporciones
de motivos de estructura secundaria similares
a los observados en complejos con ADN;
estas observaciones condujeron a sugerir que
el aumento de hidrofobicidad de las cadenas
laterales anfipaticas de la lisina, que genera la
neutralizacién de la carga en la interaccion con
el ADN, es el responsable del plegamiento del
dominio C-terminal (26).

Se ha determinado el efecto de varios detergentes
sobrela estructura secundaria del DCT, utilizando
espectroscopia de infrarrojo (27). Los detergentes
neutros, Brij 35 y Triton X-100, y el detergente
iénico, SDS, inducen el plegamiento del DCT
no fosforilado, con proporciones de estructura
secundaria similares a los encontrados en
complejos ADN-DCT. La fosforilacién del DCT
se comporta como un interruptor estructural;
en la presencia de detergentes, aumenta la
cantidad de estructura- beta y disminuye la
hélice-alfa. El mayor efecto se observa en el DCT
completamente fosforilado, en presencia de SDS,
cuando se convierte en una proteina todo beta
y se forman fibras amiloideas. En condiciones
similares, cuando la H1° estd completamente
fosforilada forma fibras amiloideas (27).

Por otra parte, el DC es una técnica estandar
para medir la actividad 6ptica de moléculas
asimétricas en disolucién, como las proteinas
y los acidos nucleicos, mediante la absorcién
desigual de la luz polarizada circularmente
a la derecha y a la izquierda por moléculas
activas Opticamente. El espectro de DC se
puede observar en dos regiones espectrales: en
el ultravioleta (UV) lejano, o region amida (170
nm - 250 nm), debido a los enlaces peptidicos,
y en el UV cercano (250 nm - 330 nm), debido
a los aminoacidos arométicos. La regién amida
da informacién sobre la organizacién estructural
de una proteina y es usada para caracterizar
la estructura secundaria y sus cambios; por
ejemplo, la estructura en hélice-alfa muestra un
fuerte y caracteristico espectro en la region del
UV lejano.
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Espectros de referencia observados en varias
proteinas, con conformacién en hélice-alfa,
muestran dos picos negativos: uno con un valor
de elipticidad molar de -35700 a 222 nanémetros
de longitud de onda ([6],,,- 35700) y otro con un
valor de elipticidad molar de -32600 a 208 nm
([6],5 - 32600); ademas, aparece un pico positivo
de +76900 a una longitud de onda de 191 nm
([6],5, + 76900). El espectro caracteristico de
la banda beta muestra una banda negativa de
-18400 de elipticidad molar ([6],,, - 18400) y una
banda positiva con valor de elipticidad molar
de + 31900 ([6],,; + 31900). La conformacion
desestructurada (random coil) presenta un
pequefio pico a 217 nm de 4600 y uno mayor a
197 nm (-41900) (28).

Las conformaciones basicas de las proteinas son
facilmente distinguibles por su espectro de DC.
Las histonas disueltas en agua, o en disolucién
a muy baja fuerza idénica, se encuentran
desestructuradas. Las histonas H1 tienen un
espectro de DC caracteristico de hélice-alfa
en presencia de sal o de inductores como TFE
(trifluoroetanol) o NaClO, (perclorato de sodio).
Por tanto, a partir de los espectros de DC en la
regién amida, se pueden utilizar varios modelos
matematicos para determinar la estructura
secundaria de las proteinas (29-32).

Como se ha descrito en pérrafos anteriores, la
mayoria de estudios sobre la estructura de las
histonas H1 incluye determinacién de estructura
secundaria de péptidos correspondientes a
los dominios terminales y determinacion de
estructura de los dominios amino y carboxi-
terminales de algunos subtipos como H1°, Hle
y H1t y su interaccién con moléculas como
ADN, agentes aglomerantes y trifluoroetanol,
a través de diversas técnicas, pero, poco hay
reportado sobre la determinacién de la estructura
secundaria de las histonas H1 completas;
por ejemplo, se ha determinado la estructura
secundaria en histonas H1 parcialmente
purificadas como en la mezcla de Hlbcde, en
Hla, y H1t (33); en este contexto, por lo tanto,
este trabajo de investigacion tuvo como objetivo

caracterizar la estructura secundaria de subtipos
de la histona H1 (H1°, Hla, H1b, Hlc, Hle)
mediante DC.

MATERIALES Y METODOS
Purificacion de nicleos

Los ntcleos se purificaron a partir de cerebro
de ratas, de la cepa OFA Sprague Dawley, de dos
grupos de edad, de 15 dias, para la posterior
purificacion de Hla y H1b, y de 30 dias o
mas, para purificar H1° (34, 35). El tejido se
homogeneiz6 con sacarosa 1 M en cacodilato
s6dico 4 mM, KC1100 mM, espermina 0,60 mM,
espermidina 200 mM, EDTA 4 mM, tiodiglicol
4%, PMSF 0,1 mM, 0,1 mg de aprotinina, 0,1
mg de leupeptina y 0,1 mg de pepstatina. Los
nudcleos se precipitaron por centrifugacion
del homogeneizado sobre una disoluciéon de
sacarosa 2M, a 28.000 rpm, en un rotor Beckman
SW 28. El precipitado nuclear se resuspendi6 en
cacodilato sédico, KCl, espermina, espermidina,
CaCl, y tiodiglicol y se comprob¢ el estado de
los nacleos al microscopio 6ptico.

Extraccion de la histona H1 total

Para purificar la H1 total de cerebro de rata se
modificé el método de extraccion salina (36).
Teniendo en cuenta la concentraciéon de ADN
en la disolucién de nacleos, se realizé digestion
con 5 ml de nucleasa micrococal (0,5 unidades/
ml) durante 10 min a 37°C. Los ntucleos se
recuperaron en el precipitado después de
centrifugar durante 10 min a 12.000 rpm; se
resuspendieron en 2 ml de EDTA 1 mM, Tris 10
mM, inhibidores a pH 7,4 y se dializaron toda la
noche a 4°C frente a EDTA 1 mM, Tris 10 mM a
pH 7,4. Después de este proceso de lisis nuclear,
la cromatina quedo libre en la disolucién.

La cromatina solubilizada se ajusté a una
concentraciéon 0,35 M de NaCl con gotas de NaCl
4 M a pH 8,8. Después, se anadié Carboximetil-
Sephadex C-25 hidratado (CM-S) (24 mg/ml)
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y se agité en hielo durante 2 horas; en este
periodo, las histonas H1 cargadas positivamente
fueron selectivamente extraidas de la cromatina
y unidas a la resina de CM-S -operacién por
tandas- (36, 37).

Después del proceso de intercambio catiénico, la
suspension se centrifugé a 10.000 rpm durante 10
min para recuperar, en el precipitado, las histonas
unidas a la resina de CM-S y, para eliminar, en
el sobrenadante, los restos de cromatina, ADN
e histonas no unidas. La suspensién de CM-S,
con histonas unidas, se lavé cuatro veces maés
con NaCl 0,35 M, Tris 10 mM, PMSF 0,1 mM a
pH 8,8 para retirar todos los restos.

Posteriormente, el CM-S, con histonas unidas
y equilibrado con NaCl 0,35 M, Tris 10 mM,
PMSF 0,1 mM a pH 8,8, se carg6 en una columna
que contenia 3 ml de Sephadex G-25, también,

a) b)
1
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previamente equilibrada con NaCl 0,35 M, Tris
10 mM y pH 8,8.

Las histonas H1, unidas a la resina de CM-
Sephadex, se eluyeron con 60 ml de un gradiente
lineal de NaCl 0,35 M a 1,2 M, Tris 10 mM/
pH 8,8. El perfil de eluciéon se registré a 226
nm con un detector Unicord SII de Pharmacia-
Biotech y se recogieron fracciones de 1 ml. La
composicion de las fracciones se comprobé en
geles de poliacrilamida con SDS (38, 39); el gel
de resolucién se preparé con poliacrilamida al 15
%, porque se obtiene mejor resoluciéon de la H1
de rata (38); el gel de concentracién se preparé
al 5%. Las fracciones correspondientes al pico en
el cromatograma (Figura 1) se dializaron frente a
acido acético al 1%, se liofilizaron y se utilizaron
como material de partida para separar cada uno
de los subtipos: H1°, Hla, H1b, Hlc y Hle.

Figura 1. Extraccion de la histona H1 total. a) Perfil de elucién de la separacion de la H1 total por
intercambio catiénico con CM-Sephadex a partir de cerebro de rata. La elucién se realizé con un
gradiente lineal de 0,35 M a 1,2 M NaCl, Tris 10 mM, pH 8,8, se recogieron fracciones de 1 ml,
se obtuvo un solo pico correspondiente a la mezcla de histonas Hla, b, ¢, d, e y H1° extraidas
de la cromatina. b) Analisis en gel de poliacrilamida con dodecil-sulfato de sodio (SDS-PAGE).
Carril 1: marcador de peso molecular de bajo rango de BIO-RAD. Carril 2: patrén de mezcla de
las histonas H1. Carriles 8-16: mezcla de histonas del tinico pico del cromatograma, la banda
con menor movilidad electroforética corresponde a la mezcla de Hla, b, d, e, la segunda banda
corresponde a la Hlc y la tercera a la H1°. Las histonas H1 tienen una movilidad electroforética

aparente de 30 kDa (ver Tabla 1).
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Separacion de la histona H1°

La separacion de la H1° se realiz6 a partir de H1
total purificada de cerebro de rata de 30 dias o
mas; a esta edad, esta proteina se encuentra en
mayor proporcién (40). Se separé por filtracion
en gel (41) con Biogel P100 en una columna
de 160 cm de longitud y un didmetro de 2
cm. Entre 1,25 y 3 mg de H1 total liofilizada,
obtenidos por intercambio catiénico con CM-
S, se resuspendieron en 2 ml de urea 4 M, Tris
10 mM, se cargaron en la superficie del gel y
se realiz6 elucién con 10 mM HCI, 0,02 azida
sodica (NaN3), a temperatura ambiente, a
una velocidad de 10 ml/hora y se recogieron
fracciones de 3,5 ml. El perfil de elucién
se registr6 con un detector Unicord SII de
Pharmacia-Biotech. Las fracciones de los picos se
analizaron por electroforesis de poliacrilamida
con SDS (38, 39).

Purificacion de las histonas H1a, H1b, Hlc, Hle

A partir de la histona H1 total, extraida por
intercambio catiénico, las histonas Hla, b, c y
e se separaron por Cromatografia Liquida de
Alta Resolucion de Fase Reversa (RP-HPLQC)
(42). La cromatografia se realiz6 en un sistema
modular Waters, que consiste en dos bombas
(modelo 150), un inyector de liquido (UGK)
y un detector de absorbancia modelo 490E. El
sistema fue controlado por el programa Méxima
820 (Dynamic Solution, Division of Millipore Corp.).
Se us6 una columna Vydac C18 de 28 cm de
longitud. Se prepar6 como disolucién A, &cido
trifluoracéticoal 0,1%, y como disolucién B, acido
trifluoracético al 0,1% y acetonitrilo (CH3CN) al
95%. La histona H1 total liofilizada (obtenida
por intercambio catiénico) se resuspendi6 en 1
ml de disolucién Ay se centrifugé a 13.000 rpm
durante 5 min, para eliminar cualquier material
particulado antes de inyectar la muestra en el
sistema de HPLC; posteriormente, se realiz6 la
inyeccién manual de la muestra. La elucién se
realiz6 durante 140 min a un flujo de 0,7 ml/min
con el siguiente gradiente: de 0 a 10 min 100% de
A,de10a15min80% de Ay 20% de B, de 15 a

115 min 60% de Ay 40% de B, de 115 a 120 min
10% de Ay 90% de B, y finalmente de 120 a 140
min 100% de A. El perfil de elucién se registré a
214 y a 280 nm de longitud de onda.

Las fracciones se analizaron por PAGE-SDS y
PAGE-AU, geles de poliacrilamida con urea-
acético de alta resolucion (38, 40, 43). El gel de
resoluciéon con 15% de acrilamida, urea 2,5 M,
acido acético 0,9 M, persulfato de amonio al 0,5%
y 400 ml TEMED (tetra-metil-etilen-diamina).
se dejo polimerizar toda la noche®. El gel de
concentracién se prepar6 con acrilamida al 7%,
urea 2,5 M, acido acético 0,9 M, persulfato de
amonio al 0,5% y TEMED.

Se realiz6 pre-electroforesis, a 200 voltios (V)
durante 12 horas a 4°C, para remover radicales
libres del gel (38); se us6 acido acético 0,9 M
como tampon de recorrido. Después de la pre-
electroforesis, el tampén se cambidé por acido
acético 0,9 M fresco y se cargaron las muestras.
Previamente, un volumen de 50 ml de cada
muestra fue evaporado y disuelto en 10 ml de
tampon de muestras (urea 8 M, tiodiglicol 5%,
ditiotreitol 0,1 mM, pironina 0,01% y acido
acético 0,9M) (38). La electroforesis se corri6 a
320 v durante 29 horas. El gel se sumergio en
una disolucién de metanol/agua/acético (5:5:1)
durante 30 min, con el fin de fijar las proteinas,
y luego se tifié6 durante toda la noche con negro
amido. El gel se destifi6 con una disolucién de
metanol/agua/acético (45:45:10).

Desnaturalizacion-renaturalizaciéon de las
proteinas

Antes de medir los espectros de DC, todos los
subtipos de la H1 se sometieron a un proceso
de desnaturalizaciéon-renaturalizacién. La
desnaturalizacién se realizé con urea 6 M y la
renaturalizacion se realiz6 por dialisis frente a
concentraciones decrecientes de urea 6 M, 3 M,
1,5M, 0,75M, 0,3 M en NaCl 0,2 M y tampén

5 Una caracteristica del acido acético es que inhibe el
proceso de polimerizacidn, razén por la cual es necesario
utilizar mayor cantidad de TEMED que en PAGE-SDS.
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fosfato 10 mM a pH 7; finalmente, las proteinas
se dializaron frente a NaCl 0,14 M y tampoén
fosfato 10 mM a pH 7.

Dicroismo circular

Los espectros de DC se registraron con un
espectropolarimetro JASCO J-715. El analisis de
los espectros se realiz6 con el programa “ Anélisis
Estandar” de JASCO, que permite realizar los
espectros de diferencia, el cambio de unidades
a elipticidad molar _q__ (deg.cm?/dmol de
residuo) y la reduccién de ruido de fondo, si es
necesario. Los espectros se realizaron con una
cubeta de cuarzo rectangular de 0,1 cm de paso
de luz a 20°C; los pardmetros seleccionados
fueron: rango 260-190 nm, amplitud de la banda
2,0 nm, resolucién 0,5 nm, acumulacion 4,
sensibilidad 50 mdeg, respuesta 2 s y velocidad
50 nm/min. Para cada uno de los subtipos H1°,
Hla, b, c y e, se realiz6 una serie de espectros
en: tampon fosfato 10 mM; tampoén fosfato 10
mM, 20% TFE; tampoén fosfato 10 mM, 40% TFE;
tampon fosfato 10 mM, 60% TFE; tampon fosfato
10 mM, 150 mM NaCl y tampoén fosfato 10 mM,
1M NaCl. Las concentraciones de las proteinas

se midieron espectrofotométricamente usando
e, " =205 (44, 45).

Los porcentajes de hélice-alfa se calcularon por
diferentes modelos matematicos, a partir de los
espectros de DC. El primer modelo se basa en
la ecuacién empirica que expresa que: % hélice
a =100([q] ,,,/ (-39500 (1- 2,57 / n))], donde n
es el numero de enlaces peptidicos y [q] ,,,] es
la elipticidad molar de las proteinas a 222 nm
de longitud de onda (29). El segundo modelo,
utiliza la elipticidad molar a 193 nm, usando la
ecuacion: % hélice- a = 14,769 + 0,0010261 [q]
1), en la cual [q] 4] es la elipticidad molar de
la proteina a 193 nm de longitud de onda (30).
La ecuacién fue obtenida por correlaciéon de
los cambios de elipticidad molar a 193 nm con
el contenido de hélice obtenido del método de
Chen et al. (29); con esta ecuacion, es posible
obtener el contenido de hélice-alfa corregido
por la contribucién de aminoacidos arométicos
en proteinas o péptidos con fenilalanina.
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Puesto que la elipticidad molar a 222 nmy a 193
nm depende de la exactitud en la determinacion
de la concentracion de las proteinas, con el
propésito de eliminar posibles errores en su
determinacién, se usaron dos pardmetros
independientes de la concentraciéon: R1y R2, que
son relaciones de intensidades en los espectros
de DC (31). R1 es definido como la relacién entre
[q] méxima en el rango de longitud de onda de
190 nm a 195 nm y la ¢ minima en el rango 195
nm a 210 nm, y R2 se define como la proporcion
entre [q] 222 nm y q minima.

Por altimo, se uso6 el programa de deconvolucion
K2D, que proporciona una estimaciéon de los
porcentajes de estructura secundaria de las
proteinas, a partir de los espectros de DC,
teniendo en cuenta el intervalo entre 200 nm
a 240 nm (32), que tampoco depende de la
concentracion.

RESULTADOS
Purificacion de los subtipos de la H1

La histona H1 se extrajo por cromatografia
de intercambio catiénico como se describe en
Materiales y Métodos. En el perfil de elucién,
se obtuvo un tnico pico (Figura 1a) porque el
proceso de intercambio catiénico, en este caso,
es un proceso preparativo de la mezcla de
histonas H1 (H1°, H1a, b, ¢, d, e), en el cual estas
proteinas se separan de la cromatina y se unen
al CM-Sephadex a una concentracién 0,35 M de
NaCl. El tinico pico eluy¢6 a partir de 0,6 M y el
maximo se registré a 0,7 M.

Cuando la histona H1 total se separa en geles de
poliacrilamida con SDS da origen a un patrén de
tres bandas electroforéticas. La banda con menor
movilidad corresponde a la mezcla de histonas
Hla, b, d, e; por debajo de esta, corre la Hlcy la
tercera banda con mayor movilidad corresponde
ala H1°, carril 2 (Figura 1b) (38, 43).

En el andlisis electroforético de la H1 total,
extraida por intercambio catiénico (carriles
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8-16, Figura 1b), las bandas mas intensas
corresponden al maximo del pico observado
(carriles 9, 10, Figura 1b). En todos los carriles,
se observa la banda con menor movilidad
electroforética formada por H1b, d, e; en el
carril 8, por debajo de la anterior, corre con
una movilidad ligeramente superior, la Hla; la
siguiente banda corresponde a la Hlc que se ve
mas intensa en los carriles 9-13, y por dltimo
aparece la H1° a partir del carril 12.

La Hla eluy6 a una concentracién 0,6 M,
mientras que la H1° eluy¢ al final del pico, a una
concentraciéon 0,8M, (a partir del carril 12). La
elucion mas rapida de la Hla indica una menor
afinidad de este subtipo por el CM-Sephadex;
esto significa que existe un mecanismo de

a) b)

Perfil de elucion de la H1°

separacion electrostdtico, con la mayor carga
positiva en los subtipos que eluyeron al final.

La histona H1° se separ6 por filtracién en gel.
En el cromatograma (Figura 2a) se observaron
dos picos, el primero corresponde a la mezcla de
histonas Hla, b, ¢, d y e, que empez6 a eluir a
los 166 ml y se recogié en un volumen de 17 ml
(fracciones 50-54) y el segundo corresponde a la
H1°, que empez6 a eluir alos 190 ml y se recogio
en un volumen de 14 ml (fracciones 57-60). En el
andlisis electroforético (Figura 2b), en los carriles
4,5,6,7y 8, se observa la mezcla de histonas
del primer pico que se separa en las dos bandas
electroforéticas tipicas, y en los carriles 11, 12,
13 y 14, se observa la H1° que tiene la mayor
movilidad en geles de poliacrilamida con SDS.

12 3 4 5 6 7 8 91011121314

0,6
05
0,4

0 20 40 60 80

Numero de fracciones

Figura 2. a) Perfil de elucién de la purificaciéon de la H1° por filtracién en gel. La elucién se
realizé con HCI 10 mM, azida sédica 0,02%. El primer pico del cromatograma corresponde a la
mezcla de histonas Hla, b, ¢, d, e y el segundo pico corresponde a la H1° separada de los demas
subtipos. b) Anélisis en gel de poliacrilamida con dodecil-sulfato de sodio (SDS-PAGE). Carril
1: marcador de peso molecular de bajo rango de BIO-RAD. Carril 2: patrén de la mezcla de
histonas H1a, b, ¢, d, e y H1°. Carriles 4, 5, 6, 7, 8: fracciones 50-54 (primer pico), en la primera
banda aparece la mezcla de Hla, b, d, e y en la segunda banda Hlc. Carriles 11, 12, 13, 14:
fracciones 57 a 62, en estas fracciones se recogié la H1° (segundo pico).
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La separacion de las histonas Hla, b, c y e,
por RP-HPLC, se realiz6 a partir de H1 total
purificada de cerebro de rata de 15 dias,
cuando la Hla y la H1b se encuentran en mayor
proporcion (40). Con el gradiente utilizado, como
se describe en Materiales y Métodos, las histonas
se separaron en 5 picos (cromatograma, Figura
3a). El andlisis de las fracciones correspondientes
a cada uno de los picos se realiz6 en geles de
poliacrilamida de urea-acético de alta resoluciéon

(Figura 3b); se us6 como marcador de peso
molecular una mezcla de histonas (carriles 1, 15,
16 y 27); en el carril 27 del gel, se observa que
el subtipo con menor movilidad es Hla, luego
aparecen H1b y H1d; luego se observa la banda
con la mezcla Hlc-Hle, que tiene la misma
movilidad, y por dltimo, H1°, que se separa en
sus dos componentes H1°a y H1°b. Estas bandas
electroforéticas corresponden con las descritas
por otros investigadores (38, 40, 43).
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Figura 3. a) Perfil de elucién de la separacion de las histonas H1a, b, ¢, d, e por cromatografia liquida
de alto rendimiento (HPLC). b) Anadlisis en gel de poliacrilamida con urea-acético (AU-PAGE) de
las histonas. El gel se corrié durante 29 horas a 4°C y a 320 voltios. Carriles 1, 15, 16 y 27: patrén
de la mezcla de las histonas Hla, b, ¢, d, e y H1°. Carril 7: mezcla de H1 b y H1° (pico 1) en el
cromatograma. Carril 8: H1b (pico 2). Carriles 10y 11: H1a (pico 3). Carriles 12, 13 y 14: Hle (pico 4).
Carriles 17,18, 19: mezcla H1d y H1c (pico 5). Carril 20: H1c recogido manualmente de la parte final
del pico 5. ¢) Anélisis en poliacrilamida con dodecil-sulfato de sodio (PAGE-SDS) para comprobar
la identificacién y la pureza de los subtipos separados por HPLC. Carril 1: mezcla H1b y H1° (pico
1). Carril 2: H1b. Carril 3: Hla. Carriles 4 y 5: Hle. Carril 6: mezcla H1d y Hlc. Carril 7: Hlc.
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El anélisis en gel de urea-acético muestra que
el primer pico del cromatograma corresponde
a una mezcla de H1b y H1°, el segundo pico
corresponde a H1b, el tercer pico a Hla y el
cuarto a Hle; estos cuatro picos eluyeron de la
columna, respectivamente, a los 90, 104 y 107
min. En el quinto pico, que eluy6 a los 110 min,
se solaparon en gran porcentaje Hlc y H1d. La
histona H1c se recogié manualmente al final del
quinto pico.

Como en el gel de urea-acético la Hle y la Hlc
tienen la misma movilidad electroforética (38,
40, 43), las fracciones correspondientes a los 5
picos de la RP-HPLC se separaron en gel de
poliacrilamida con SDS para comprobar su
identidad (Figura 3c). En este gel, la Hle esta

a) H1® b)

ubicada en la primera banda, de acuerdo con su
movilidad electroforética caracteristica en SDS-
PAGE (carril 4), y la Hlc en la segunda banda
(carril 7). También, se observa que las proteinas
no estan mezcladas con otros subtipos y su
movilidad electroforética es la caracteristica en
cada uno de los subtipos (38, 43).

Prediccion de estructura secundaria a partir de
los espectros de dicroismo circular

Enlos espectros de DC de las histonas realizados
con 150 mM de NaCl y con 1 M de NaCl en
tampon fosfato 10 mM, no se aprecian cambios
importantes, si se comparan con los espectros
a baja fuerza i6nica con 10 mM TP (Figura 4).
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Figura 4. Espectros de dicroismo circular (DC) de las histonas H1. Efecto del NaCl. a) H1°.
b) H1b. ¢) Hlc. d) H1a. e) Hle. Se observa el espectro de DC a baja fuerza ionica en tampén

fosfatol0 mM __, con 150 mM NaCl

ycon1MNaCl .
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En los espectros de las histonas H1°, Hla, H1b,
Hlc y Hle con TFE (Figura 5), se observa que,
al anadir TFE, va disminuyendo el valor de la
elipticidad molar a 222 nm y van aumentando
los valores con longitudes de onda menores
a 200 nm; es decir, el perfil de elipticidad va
adquiriendo la forma tipica de hélice-alfa. En

20000

las histonas H1°, Hla, Hlc y H1e el cambio mas
importante se produjo al pasar de un 20% a un
40% de TFE. En el caso de la H1b, en contraste
con los demas subtipos, el aumento de hélice-
alfa se produjo de manera gradual al afadir
cantidades crecientes de TFE.
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Figura 5. Espectros de dicroismo circular (DC). Efecto del TFE sobre la induccién de estructura
secundaria en subtipos de la H1. a) H1°. b) H1b. ¢) Hlc. d) H1a. e) H1e. Se observa el espectro

de DC a baja fuerza iénica en tampén fosfato 10 mM ___, DC con 20% TFE

y 60% TFE__.

DISCUSION
Purificacion de los subtipos

Para extraer la histona H1, la edad se tuvo
en cuenta porque los subtipos Hla y H1b se
encuentran en mayor proporcién en el cerebro
deratasjovenesy la H1° se acumula en neuronas
en proceso de diferenciacion, es decir, a partir
de 10 dias de edad. Los subtipos Hlc, d y e son
los méas abundantes a cualquier edad, aunque
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,40% TFE __,

también se encuentran en diferente proporcién
segun el grado de desarrollo del tejido (35, 40).

Teniendo en cuenta que la histona H1 es una
proteina policationica, se realiz6 una extraccion
preparativa usando como intercambiador
catiénico carboxi-metil-Sephadex C-25, en la
cual, en un primer paso, las histonas HI1 se
unieron a una suspensién de CM-S, operacion
por tandas (36, 37) y, en un segundo paso, la
suspension de resina-histonas unidas se cargé6 en
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una columna de 28 cm sobre 3 ml de Sephadex
G-25; el paso por Sephadex G-25 evit6 que las
histonas separadas del CM-S en el proceso
de elucion con el gradiente lineal de NaCl se
volvieran a unir a esta resina. Esta modificacién
se realiz6 al método de extraccién salina (36),
porque, en los primeros ensayos, las histonas
quedaban retenidas en la resina de CM-S y
no se recuperaban en el tampoén de elucién;
ademas, si se aplicaba un gradiente con mayor
concentraciéon de NaCl se unian las histonas
internas (H2A, H2B, H3 y H4). Las histonas H1
se separan a una fuerza iénica de 0,35 M porque
se encuentran unidas a la entrada y a la salida
de los nucleosomas; por el contrario, las histonas
internas forman el centro del nucleosoma y es
necesario aplicar mayor fuerza iénica para su
separacion de la cromatina (3-5).

En el andlisis electroforético de la purificacion
de la H1, se tuvo en cuenta que aunque la
electroforesis en geles que contienen SDS separa
proteinas de acuerdo con su peso molecular, las
histonas realizan contribuciones sustanciales a
la carga de sus complejos con SDS y tienen un
comportamiento anémalo; estas histonas con
peso molecular entre 20 y 22 kDa (Tabla 1) (17,
18) migran como un grupo de proteinas de peso
molecular aparente entre 30 y 35 kDa (38), como
se observa en el gel respecto al marcador de peso
molecular (Figura 1b).

A pH acido y baja fuerza iénica la precipitacion
de histonas es minima; sin embargo, bajo estas
condiciones, las histonas existen como cadenas
extendidas, se comportan de manera anémala
en cromatografia de filtraciéon en gel y exhiben
pesos moleculares que pueden estar en un
factor de 2 a 6 veces mas altos que sus pesos
moleculares normales (41, 46); esta caracteristica
de mostrar pesos moleculares anémalos permite
separar la H1° de la mezcla de histonas Hla,
b, ¢, d, e y H1° por filtracion en gel con Biogel
P100, producto utilizado por los investigadores
para separar histonas (41, 46, 47) y que en este
trabajo permiti6 la separacion de la H1° de los
demas subtipos.

Por RP-HPLC se logré la separacién de los
subtipos Hla, H1b, Hlc y Hle. Los resultados
obtenidos se contrastaron con distintos
protocolos de separacion realizados por varios
investigadores (42, 48-50). En uno de los trabajos,
el proceso de separacion de las histonas H1 de
higado de rata se realiz6 durante 45 min a un
flujo de 0,5 ml/min, con gradiente lineal desde
60% de disolvente Ay 40% de disolvente B hasta
42% de Ay 58% de B (disolvente A: 0,1% de acido
trifluoroacético en agua; disolvente B: 0,1% de
acido trifluoroacético en 70% de acetonitrilo)
y obtuvieron 6 picos, correspondientes a las
histonas H1°, H1b, H1a, H1d, Hle+cy Hlc (48).
Estos autores, también, separaron H1 de testiculo
de rata, entre ellas, la H1t, especifica de células
germinales masculinas, que eluy6 a los 38 min
en el pico 7. El gradiente y el tiempo utilizado
por estos autores es diferente al utilizado en
esta investigacion, en la cual se obtuvieron 5
picos que corresponden, consecutivamente, a las
histonas H1°+b, H1b, H1la, Hle, H1d+cy al final
del quinto pico, se recogié manualmente la Hlc.

Otros investigadores separaron histonas H1
fosforiladas, utilizando RP-HPLC con una
columna C4 de Nucleosil 300-5; en este caso, la
cromatografia se realizé6 durante 35 min, a un
flujo de 1,5 mil/min, con un gradiente lineal de
acetonitrilo. En este gradiente, se utilizé6 como
solvente A 0,1% de TFA y como solvente B 70%
de acetonitrilo y 0,1% TFA; el gradiente empez6
con 53% de Ay 47% de B; la concentracion de
B aumentoé linealmente de 47 a 55% en 35 min.
Con esta cromatografia, las histonas se separaron
en dos picos: en el primero, se separ6 la H1b, y
el segundo correspondié a una mezcla de los
otros subtipos. Para separar los subtipos de la
mezcla, se utilizé una cromatografia liquida de
interaccion hidrofilica (49).

Otra contrastacién se realiz6 con el trabajo de
investigadores que utilizaron células 3T3 de
ratén para separar las histonas H1°, H1b, Hlc
y Hle; ademads, separaron las histonas totales
con un gradiente lineal creciente de tampén A
(0,1% TFA y 95% de acetonitrilo). Los pasos del
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gradiente fueron: 0,1-25% durante 10 min, 25-
30% durante 15 min, 30-55% durante 100 min y
55-90% durante 5 min (42).

En ninguno de los casos descritos se logré
la purificaciéon completa de los 5 subtipos
sométicos de histona H1. En cada uno de estos
trabajos, el material de partida, los gradientes y
los tiempos de elucién fueron diferentes; estas
variables pueden influir en la separacién de
cada uno de los subtipos. Como consecuencia,
los protocolos de purificacién por HPLC varian;
esta situacion hace necesaria su optimizacién en
cada caso.

En resumen, se sabe que las técnicas
cromatograficas no permiten la purificacion
simultanea de todos los subtipos de la histona H1
y sus formas modificadas (49). Generalmente, se
requieren sistemas cromatograficos combinados.
Por este motivo, en esta investigacion se
realizaron diferentes tipos de cromatografia para
la purificacion de los subtipos H1a, b, ¢, e y H1°.
Primero, se us6 la cromatografia de intercambio
catiénico con CM-S, para purificar la H1 total,
a partir de cerebro de rata. La purificacién por
este método, que utiliz6 el gradiente lineal de
Na(l, evita el tratamiento de las proteinas con
acido perclérico o acido clorhidrico, sistemas
mas usados para su extraccion, protegiendo, de
esta manera, la desestructuracion del dominio
globular (51).

En segundo lugar, se utiliz6 la cromatografia de
filtracion en gel, la cual permitio la separacion de
la histona H1° de las demas histonas de manera
completamente pura. La histona H1 se obtuvo
a partir de ratas con mas de 30 dias de edad,
debido a que este es el periodo del desarrollo
durante el cual se acumula mayor cantidad de
H1° en neuronas en proceso de diferenciacion
(40).

Por altimo, se us6 RP-HPLC para la purificacion
de las histonas Hla, b, ¢, e. Algunos autores
(43, 49) han descrito que este método permite
la separacion de formas modificadas y no
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modificadas de las histonas y también la
separacion parcial de varios subtipos de histona
H1 y sus formas fosforiladas. En comparacién
con el proceso de filtracién en gel para purificar
la H1°, la RP-HPLC tiene importantes ventajas
como el tiempo de duracion de la cromatografia
y los componentes de la fase mévil, que protegen
las proteinas de procesos de desnaturalizacion.

Prediccion de estructura secundaria a partir de
los espectros de dicroismo circular

De los porcentajes de hélice-alfa para cada uno de
los subtipos estudiados (Tabla 2), se deduce que
los espectros de DC de cada uno de los subtipos
en tampon fosfato 10 mM presentan un espectro
caracteristico de hélice-alfa, aunque en muy bajo
porcentaje, debido posiblemente a que los iones
fosfato en la disolucién estabilizan parcialmente
las regiones helicoidales del dominio globular
de las proteinas (33). Si se compara el valor de
elipticidad molar de los diferentes subtipos, se
observa que la H1b es el subtipo que menos se
estructura en tampoén fosfato, mientras que el
subtipo que mas se estructura es Hlc.

Al incrementar progresivamente el porcentaje
de TFE, los valores de elipticidad molar, a
menos de 200 nm, aumentan progresivamente
hasta hacerse claramente positivos, mientras
que los valores entre 208 y 230 nm disminuyen,
formandose dos minimos, uno entre 205 y 208
nm y el otro a 222 nm. Estos cambios indican
que el TFE induce cada vez mds un espectro
tipico de estructura en hélice-alfa e incrementa
el contenido de hélice-alfa, posiblemente
porque estabiliza los puentes de hidrégeno
intramoleculares entre los aminoécidos (20).

Al comparar los porcentajes de hélice-alfa
calculados (Tabla 2) se observa variabilidad en
los valores obtenidos a partir de la elipticidad
molar a 193 nm, la elipticidad molar a 222 nm
y el programa de deconvolucién K2D. Esta
variabilidad en el porcentaje de hélice-alfa
segn el modelo matemaético utilizado, ha sido
ampliamente reflejada en la literatura, al no
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existir un método claramente establecido (20,
30, 31, 52, 53). Asi, para Pintar et al. (52), los
porcentajes de hélice-alfa obtenidos a partir
de la elipticidad a 222 nm son afectados por la
presencia de otras conformaciones (distintas a
las de hélice) y por la contribucién de residuos
arométicos. Algunos autores han establecido
un método para el calculo del porcentaje de
hélice-alfa en péptidos, a partir del valor de
elipticidad molar a 193 nm, con el fin de corregir

el error producido por la presencia de anillos
arométicos (30). En el caso de los programas
de deconvolucion, el problema radica en saber
hasta qué punto las proteinas de la base de datos
del programa son adecuadas para las proteinas
en estudio. En la determinacién de contenido de
hélice-alfa a partir de espectros de DC realizados
con distintos métodos, se obtienen diferencias
de mas del 50% (52).

Tabla 2. Porcentaje de hélice-alfa calculado a 193 nm, 222 nm y por el programa K2D.

% hélice-alfa

% hélice-alfa % hélice-alfa

Histonas (193 nm) (222 nm)  Deconvolucién
H1°/TP 10 mM 6,70 6,81 7
H1°/TP 10 mM/20% TFE 13,07 9,74 8
H1°/TP 10 mM/40% TFE 22,57 17,31 14
H1°/TP 10 mM/60% TFE 29,08 19,41 26
H1°/TP 10 mM 6,81
H1°/TP 10 mM/NaCl 150 mM 6,95
H1°/TP 10 mM/NaCl 1M 7,05
Hla/TP 10 mM 10,82 10,84 8
Hla/TP 10 mM/20% TFE 16,3 13,17 9
Hla/TP 10 mM/40% TFE 27,23 21,20 24
Hla/TP 10 mM/60% TFE 30,9 24,17 32
Hla/TP 10 mM/NaCl 150 mM 10,27
Hla/TP 10 mM/NaCl 1M 10,39
H1lb/TP 10 mM 8,87 4,23 7
H1lb/TP 10 mM/20% TFE 12,98 10,80 8
H1b/TP 10 mM/40% TFE 22,29 17,64 17
H1lb/TP 10 mM/60% TFE 28,83 22,19 24
H1b/TP 10 mM/NaCl 150 mM 4,95
H1lb/TP 10 mM/NaCl 1 M 8,86
Hlc/TP 10 mM 8,70 12,04 9
Hlc/TP 10 mM/20% TFE 17,00 17,10 24
Hlc/TP 10 mM/40% TFE 33,42 30,68 29
Hlc/TP 10 mM/60% TFE 41,34 36,04 28
H1lc/TP 10 mM/NaCl 150 mM 13,67
Hlc/TP 10 mM/NaCl 1M 14,85
Hle/TP10 mM 7,18 10,37 7
Hle/TP10 mM/20% TFE 14,56 14,09 10
Hle/TP10 mM/40% TFE 24,94 21,73 26
Hle/TP10 mM/60% TFE 31,56 27,81 28
Hle/TP10 mM/NaCl 150 mM 10,15
Hle/TP10 mM/NaCl 1M 11,05
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La variabilidad de los porcentajes, debido a
los distintos modelos utilizados, es del mismo
orden que las diferencias encontradas en los
porcentajes de hélice-alfa entre los diferentes
subtipos. En consecuencia, estas diferencias de
porcentajes entre los distintos subtipos no se
pueden considerar significativas. No obstante,
podemos observar que la Hlc present6 siempre
un mayor contenido de hélice-alfa en tampé6n
fosfato, en los distintos porcentajes de TFE y en
presencia de NaCl.

En estudios anteriores de DC, realizados con
subtipos H1 parcialmente purificados (H1bcde,
Hla y H1t, en 1 M NaCl y 60% de TFE), se
obtuvieron valores de elipticidad molar a 220
nm, similares a los del presente trabajo y se
propuso que la hélice-alfa observada a 1 M de
NaCl se debe tan solo a la estructuracion del
dominio globular, mientras que el porcentaje
de hélice-alfa en presencia de TFE se debe a
la induccién de hélices-alfa en los dominios
terminales (33).

Por otro lado, se ha observado que el TFE
incrementa el porcentaje de hélice-alfa de la
histona H1 y de la histona H5 de pollo mas
eficazmente que el NaClO, y el NaCl (19). Estos
autores proponen que la union de los ligandos
al ADN estabiliza fragmentos de hélice-alfa en
los dominios C-terminales de la H1 y de la H5.
En este sentido, resultaria interesante estudiar
los cambios que se producen en el espectro de
DC del ADN, al afiadir cada uno de los subtipos
de la histona H1 (54).

Por espectroscopia de infrarrojo (IR) se
determiné la estructura secundaria de los
dominios C-terminal de los subtipos H1° y H1t
unidos a ADN; el dominio C-terminal tiene poca
estructura en solucién acuosa, pero llega a ser
extensivamente plegado en interaccién con el
ADN, encontrandose elementos de estructura
secundaria como hélice-alfa, estructura-beta,
y giros. La estructura del dominio C-terminal
de la H1° unido a ADN muestra dependencia
de la concentracion de sal; en concentracién
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fisiologica de sal, 140 mM, llega a ser altamente
estructurado con 24% de hélice-alfa, 25% de
estructura-beta, 17% de loops abiertos y 33% de
giros (15).

Se ha observado que la fosforilacion del
DCT de la H1° genera un reordenamiento
estructural caracterizado por una disminucién
en la proporcién de hélice-alfa y un aumento
en la proporcién de banda-beta. A una relacién,
proteina/ADN (r) (peso/peso) de 0,25 o
menos, la hélice-alfa disminuye del 24 al 8% y
la banda-beta aumenta del 24 al 36% en el DCT
fosforilado; a r = 0,5, la hélice disminuye hasta
una proporcién de 6% y la banda-beta aumenta
hasta 46% y cuando, r = 0,7, aproximadamente
la proporcién de saturacion, el CTD finalmente
se convierte en una proteina todo-beta, sin
hélice-alfa, 16% de regiones flexibles, 20% de
giros y 74% estructura-beta. El DCT de Hle
de ratén (CHle) no fosforilado presenté una
proporcién significativamente mayor de hélice-
alfa (34%) y menor proporcién de estructura-
beta (18%). El CH1e fosforilado present6 menor
cantidad de hélice-alfa, que de estructura-beta;
pero a diferencia del DCT de H1°, el CHle
completamente fosforilado conserva una
proporcion significativa de hélice-alfa (17%) y el
aumento de estructura fue menos pronunciado
(55%) (25).

Se ha estudiado el efecto de detergentes neutros,
Brij 35 y Triton X-100, y detergente aniénico,
SDS, sobre la estructura secundaria del DCT
de histona H1, por espectroscopia de IR a
concentracion de sal fisiol6gica (140 mM NacCl).
En presencia de TritonX-100, las proporciones de
motivos de estructura secundaria encontrados
son 34% de giros, 27% de hélice-alfa, 19%
plegamientos al azar y regiones flexibles y 20%
de estructura-beta. En presencia de SDS, las
proporciones son similares con 38% de giros,
26% de hélice-alfa, 16% de plegamientos al azar
y flexibles y 20% estructura-beta. Debido a su
caracter anionico, el SDS es capaz de realizar
interacciones electrostaticas e hidréfobas (27).
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El porcentaje de hélice-alfa en TFE al 60%
encontrado en este trabajo, desde 19,41% para
H1°hasta 30,68 % para Hlc a 222 nm (Tabla 2), es
semejante al porcentaje de hélice-alfa encontrado
en el C-terminal de la H1 unido al ADN (15, 25)
y unido a detergentes (27). Este hallazgo aporta
a la hipoétesis de que en presencia de TFE la
estructuracion en hélice-alfa de las histonas H1
se debe a los dominios C-terminales.

Ahora bien, las relaciones R1 y R2 son pruebas
utiles para determinar la cantidad relativa de
hélice-alfa presente en dos o mas proteinas
similares, y son caracteristicos de la forma del
espectro. Ademads, proporcionan bases precisas

% TFE

para la comparacion de la cantidad de hélice-
alfa presente, independiente de la concentraciéon
de las proteinas (31). Teniendo en cuenta estos
criterios, se calcularon los valores R1 y R2 para
todos los subtipos en las diferentes condiciones.
Los subtipos H1°, Hla, H1b y Hle presentaron
un valor positivo de R1 en TP 10 mM, mientras
que para la Hlc es negativo (Figura 6). En TFE,
al 20%, R1 es negativo para todos los subtipos, y
al incrementar el TFE al 40% y al 60% los valores
se hacen cada vez mas negativos. Ademas, se
observa que el cambio mas significativo sucede
cuando la concentracién de TFE pasa del 20%
al 40% (Figura 6).

0,8 I
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——H1°

0,4 —s—H1a
—a—H1b

0,2 3 Hiec
Hile

u ) ) ) 1

0 20 40 60

Figura 6. Gréficas de las relaciones R1 y R2 versus %TFE para cada uno de los subtipos de la
histona H1 en TP 10 mM; TP 10 mM/ 20% TFE; TP 10 mM/40% TFE; TP 10 mM/60% TFE.

R1 es positivo cuando la [q] méxima y la [q]
minima son negativas e indica bajos niveles de
formacion de hélice-alfa. Cuando la [q] méxima
es positiva y la [q] minima es negativa, R1
disminuye, lo cual indica que el contenido de
hélice-alfa aumenta; estos valores confirman
que, a medida que se incrementa el porcentaje
de TFE en cada uno de los subtipos, aumenta
el porcentaje de hélice-alfa; a medida que los
valores R2 se acercan a 1 aumenta el contenido
de hélice-alfa. Teniendo en cuenta los valores
R1 y R2, los subtipos con mayor contenido de
hélice-alfa son la Hla y la Hlc.

Se han realizado muchos estudios sobre
la estructura secundaria de péptidos
correspondientes alos dominios N'y C-terminales
(23), sobre la estructura del DCT desfosforilado,
del DCT fosforilado, sobre complejos ADN-DCT,
DCT-aglomerantes, DCT-detergentes (15, 25,
27), pero muy pocos estudios con los subtipos
completos, como el realizado por infrarrojo en
presencia de detergentes (27). En este sentido, los
resultados de esta investigacién son importantes
porque contribuyen a la comprensién de la
estructura secundaria de subtipos de la histona
H1 completos.
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Por altimo, los resultados indican que los
porcentajes de hélice-alfa son similares en
los métodos estudiados; sin embargo, se
observaron pequefias diferencias que podrian
ser importantes en la diferenciaciéon funcional

FINANCIACION

Este trabajo fue patrocinado por el Ministerio de
Educacion y Ciencia (Espafia), Grant BEFU2005-
02143.

de los subtipos, junto a otras variables como
la longitud de los dominios, el nimero y la
distribucién de cargas y las diferentes afinidades
por el ADN vy la cromatina.

CONFLICTO DE INTERESES

Los autores declaran que no existe ningun
conflicto de interés.

AGRADECIMIENTOS

Los autores expresan su agradecimiento a todas
las personas que colaboraron con el desarrollo
de este trabajo.

REFERENCIAS

1. Van Holde K, Zlatanova J. Chromatin higher order structure: chasing a mirage? Journal of Biological
Chemistry 1995; 270(15):8373-6.

2. Wolffe A. Chromatin: structure and function. Academic Press; 1998.

Thoma F, Koller T, Klug A. Involvement of histone H1 in the organization of the nucleosome and of
the salt-dependent superstructures of chromatin. The Journal of Cell Biology 1979; 83(2 Pt 1):403-
27.

4. Clark D], Thomas JO. Salt-dependent co-operative interaction of histone H1 with linear DNA. Journal
of Molecular Biology 1986; 187(4):569-80.

5. Thomas JO, Rees C, Finch JT. Cooperative binding of the globular domains of histones H1 and H5 to
DNA. Nucleic Acids Research 1992; 20(2):187-94.

6. Cole RD. A minireview of microheterogeneity in H1 histone and its possible significance. Analytical
Biochemistry 1984; 136(1):24-30.

7. Coles LS, Robins AJ, Madley LK, Wells JR. Characterization of the chicken histone H1 gene complement.
Generation of a complete set of vertebrate H1 protein sequences. The Journal of Biological Chemistry
1987; 262(20):9656-63.

8. Smith RC, Dworkin-Rastl E, Dworkin MB. Expression of a histone H1-like protein is restricted to early
Xenopus development. Genes & Development 1988; 2(10):1284-95.

9. Sarg B, Lépez R, Lindner H, Ponte I, Suau P, Roque A. Identification of novel post-translational
modifications in linker histones from chicken erythrocytes. Journal of Proteomics 2015; 113:162-77.

10. Ponte I, Vidal-Taboada JM, Suau P. Evolution of the vertebrate H1 histone class: evidence for the
functional differentiation of the subtypes. Molecular Biology and Evolution 1998; 15(6):702-8.

11. Orrego M, Ponte I, Roque A, Buschati N, Mora X, Suau P. Differential affinity of mammalian histone
H1 somatic subtypes for DNA and chromatin. BMC Biology 2007; 5:22.

12. Wolffe AP, Khochbin S, Dimitrov S. What do linker histones do in chromatin? Bioessays 1997;
19(3):249-55.

46

Biosalud, Volumen 14 No.2, julio - diciembre, 2015. pags. 29 - 48 ISSN 1657-9550



13.

14,

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.
29.

30.

31.

32.

33.

Caracterizacion de la estructura secundaria de subtipos de la histona H1 por dicroismo circular

Allan J, Mitchell T, Harborne N, Bohm L, Crane-Robinson C. Roles of H1 domains in determining higher
order chromatin structure and H1 location. Journal of Molecular Biology 1986; 187(4):591-601.

Clark D], Kimura T. Electrostatic mechanism of chromatin folding. Journal of Molecular Biology 1990;
211(4):883-96.

Roque A, Iloro I, Ponte I, Arrondo JL, Suau P. DNA-induced secondary structure of the carboxyl-
terminal domain of histone H1. The Journal of Biological Chemistry 2005; 280(37):32141-7.

Wolffe AP. Histone H1. The International Journal of Biochemistry & Cell Biology 1997; 29(12):1463-6.

Drabent B, Franke K, Bode C, Kosciessa U, Bouterfa H, Hameister H, et al. Isolation of two murine H1
histone genes and chromosomal mapping of the H1 gene complement. Mammalian Genome 1995;
6(8):505-11.

Albig W, Meergans T, Doenecke D. Characterization of the H1.5 gene completes the set of human H1
subtype genes. Gene 1997; 184(2):141-8.

Clark DJ, Hill CS, Martin SR, Thomas JO. Alpha-helix in the carboxy-terminal domains of histones H1
and H5. The EMBO Journal 1988; 7(1):69-75.

Luo P, Baldwin RL. Mechanism of helix induction by trifluoroethanol: a framework for extrapolating the
helix-forming properties of peptides from trifluoroethanol/water mixtures back to water. Biochemistry
1997; 36(27):8413-21.

Ramakrishnan V, Finch JT, Graziano V, Lee PL, Sweet RM. Crystal structure of globular domain of
histone H5 and its implications for nucleosome binding. Nature 1993; 362(6417):219-23.

Suzuki M, Gerstein M, Johnson T. An NMR study on the DNA-binding SPKK motif and a model for its
interaction with DNA. Protein Engineering 1993; 6(6):565-74.

Vila R, Ponte I, Jiménez MA, Rico M, Suau P. A helix-turn motif in the C-terminal domain of histone
H1. Protein Science: a publication of the Protein Society 2000; 9(4):627-36.

Roque A, Ponte I, Suau P. Macromolecular crowding induces a molten globule state in the C-terminal
domain of histone H1. Biophysical Journal 2007; 93(6):2170-7.

Roque A, Ponte I, Arrondo JL, Suau P. Phosphorylation of the carboxy-terminal domain of histone H1:
effects on secondary structure and DNA condensation. Nucleic Acids Research 2008; 36(14):4719-
26.

Roque A, Ponte I, Suau P. Role of charge neutralization in the folding of the carboxy-terminal domain
of histone H1. The Journal of Physical Chemistry B 2009; 113(35):12061-6.

Roque A, Teruel N, Lopez R, Ponte I, Suau P. Contribution of hydrophobic interactions to the folding
and fibrillation of histone H1 and its carboxy-terminal domain. Journal of Structural Biology 2012;
180(1):101-9.

Nicolini CA (Ed.). Chromatin structure and function. New York: Plenum Press; 1979.

Chen YH, Yang JT, Chau KH. Determination of the helix and beta form of proteins in aqueous solution
by circular dichroism. Biochemistry 1974; 13(16):3350-9.

Viguera AR, Serrano L. Side-chain interactions between sulfur-containing amino acids and phenylalanine
in alpha-helices. Biochemistry 1995; 34(27):8771-9.

Bruch MD, Dhingra MM, Gierasch LM. Side chain-backbone hydrogen bonding contributes to helix
stability in peptides derived from an alpha-helical region of carboxypeptidase A. Proteins 1991;
10(2):130-9.

Andrade MA, Chacoén P, Merelo J], Moran F. Evaluation of secondary structure of proteins from UV
circular dichroism spectra using an unsupervised learning neural network. Protein Engineering 1993;
6(4):383-90.

Khadake JR, Rao MR. Condensation of DNA and chromatin by an SPKK-containing octapeptide repeat
motif present in the C-terminus of histone H1. Biochemistry 1997; 36(5):1041-51.

47



Binsa'ud ..........................................................................................................................................................

Mary Orrego Cardozo, Inma Ponte, Pedro Suau

34. Thompson RJ. Studies on RNA synthesis in two populations of nuclei from the mammalian cerebral
cortex. Journal of Neurochemistry 1973; 21(1):19-40.

35. Pina B, Martinez P, Simdn L, Suau P. Differential kinetics of histone H1(0) accumulation in neuronal
and glial cells from rat cerebral cortex during postnatal development. Biochemical and Biophysical
Research Communications 1984; 123(2):697-702.

36. Garcia-Ramirez M, Leuba SH, Ausio J. One-step fractionation method for isolating H1 histones from
chromatin under nondenaturing conditions. Protein Expression and Purification 1990; 1(1):40-4.

37. Segura JMG, et al. Técnicas instrumentales de analisis en Bioquimica. Sintesis; 2002.

38. Lennox RW, Cohen LH. Analysis of histone subtypes and their modified forms by polyacrylamide gel
electrophoresis. Methods in Enzymology 1989; 170:532-49.

39. Sambrook J, Fritsch EF, Maniatis T. Molecular cloning. New York: Cold Spring Harbor Laboratory Press;
1989.

40. Pina B, Martinez P, Suau P. Changes in H1 complement in differentiating rat-brain cortical neurons.
European Journal of Biochemistry / FEBS 1987; 164(1):71-6.

41. Bohm EL, Strickland WN, Strickland M, Thwaits BH, van der Westhuizen DR, von Holt C. Purification
of the five main calf thymus histone fractions by gel exclusion chromatography. FEBS Letters 1973;
34(2):217-21.

42. Brown DT, Alexander BT, Sittman DB. Differential effect of H1 variant overexpression on cell cycle
progression and gene expression. Nucleic Acids Research 1996; 24(3):486-93.

43. Lennox RW, Oshima RG, Cohen LH. The H1 histones and their interphase phosphorylated states in
differentiated and undifferentiated cell lines derived from murine teratocarcinomas. The Journal of
Biological Chemistry 1982; 257(9):5183-9.

44, Scopes RK. Protein purification: principles and practice. Springer; 1994.

45. Wellman SE, Sittman DB, Chaires ]B. Preferential binding of Hle histone to GC-rich DNA. Biochemistry
1994; 33(1):384-8.

46. Phillips D, Clarke M. Behaviour of histones in exclusion chromatography and gel electrophoresis in
relation to their molecular weights. Journal of Chromatography A 1970; 46:320-3.

47. Gorovsky MA, Pleger GL, Keevert JB, Johmann CA. Studies on histone fraction F2A1 in macro- and
micronuclei of Tetrahymena pyriformis. The Journal of Cell Biology 1973; 57(3):773-81.

48. Lindner H, Helliger W, Puschendorf B. Separation of rat tissue histone H1 subtypes by reverse-phase
h.p.l.c. Identification and assignment to a standard H1 nomenclature. The Biochemical Journal 1990;
269(2):359-63.

49. Lindner H, Sarg B, Helliger W. Application of hydrophilic-interaction liquid chromatography to the
separation of phosphorylated H1 histones. Journal of Chromatography A 1997; 782(1):55-62.

50. Talasz H, Helliger W, Puschendorf B, Lindner H. In vivo phosphorylation of histone H1 variants during
the cell cycle. Biochemistry 1996; 35(6):1761-7.

51. Khadake JR, Rao MR. DNA- and chromatin-condensing properties of rat testes Hla and H1t compared
to those of rat liver Hibdec; H1t is a poor condenser of chromatin. Biochemistry 1995; 34(48):15792-
801.

52. Pintar A, Chollet A, Bradshaw C, Chaffotte A, Cadieux C, Rooman MJ, et al. Conformational properties
of four peptides corresponding to alpha-helical regions of Rhodospirillum cytochrome c2 and bovine
calcium binding protein. Biochemistry 1994; 33(37):11158-73.

53. Prieto J, Serrano L. C-capping and helix stability: the Pro C-capping motif. Journal of Molecular Biology
1997; 274(2):276-88.

54. Moran F, Montero F, Azorin F, Suau P. Condensation of DNA by the C-terminal domain of histone H1.
A circular dichroism study. Biophysical Chemistry 1985; 22(1-2):125-9.

48
Biosalud, Volumen 14 No.2, julio - diciembre, 2015. pags. 29 - 48 ISSN 1657-9550



