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Abreviaturas. 
ADP: Difosfato de adenosina. 
ANS: 1-anilinonaphthaleno-8-sulfonato. 
ATP: Trifosfato de adenosina. 
cAMP: Monofosfato de adenosina cíclico. 
CAP: Proteína activadora por catabolito. 
CD: Dicroísmo circular. 
ChIP on CHIP: Inmunoprecipitación de cromatina más hibridación en chip de DNA. 
C-terminal: Carboxilo terminal. 
DNA: Ácido desoxirribonucleico. 
DSC: Calorimetría diferencial de barrido. 
FRAP: Recuperación de la fluorescencia tras el fotoblanqueo. 
FTIR: Espectroscopía de infrarojo de transformada de Fourier. 
GAPDH: Gliceraldehído 3-fosfato deshidrogenasa. 
HIV: Virus de inmunodeficiencia humana. 
HMG: Proteínas del grupo de alta movilidad. 
HP1: Proteína de heterocromatina. 
HPLC: Cromatografía líquida de alta resolución. 
IDP: Proteínas intrínsecamente desordenadas. 
IPTG: Isopropil-β-D-tiogalactósido. 
MEL: Células de leucemia eritrocitaria de ratón. 
MMTV: Virus de tumor mamario de ratón. 
mRNA: Ácido ribonucleico mensajero. 
NK: Células citotóxicas naturales (Natural killer). 
N-terminal: Amino terminal 
OD: Densidad óptica. 
PCR: Reacción en cadena de la polimerasa. 
PEG: Polietilenglicol. 
PKA: Proteína quinasa A. 
RB: Proteína de retinoblastoma. 
rDNA: DNA ribosomal. 
RMN: Resonancia magnética nuclear 
SAR: Regiones asociadas a la matriz nuclear o ¨scaffold¨. 
SAXS: Dispersión de rayos X a bajo ángulo. 
SLE: Lupus eritematoso. 
TFE: 2,2,2-trifluoroetanol. 
TR: Hormona tiroidea. 
UBF: Factor de unión corriente arriba. 
UCE: Elemento de control corriente arriba. 
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Introducción. 

La cromatina. 

En los organismos eucariotas el DNA se encuentra en el núcleo de la célula en forma de 

cromatina. La cromatina es una fibra formada por complejos de DNA y proteínas básicas 

denominadas histonas y otras proteínas no histonas. La unidad básica de la fibra de 

cromatina es el nucleosoma1. 

El conjunto formado por las histonas internas, el DNA enrollado sobre ellas y la H1 se 

conoce como nucleosoma (Fig. 1). Dos copias de cada una de las histonas internas H2A, 

H2B, H3 y H4 forman el núcleo proteico que junto con 146 pb de DNA, se conoce como 

partícula núcleo. La histona H1 se une a la partícula núcleo y al DNA de unión o ¨linker¨, 

protegiendo 20 pb adicionales de la digestión con nucleasa micrococal, formando el 

cromatosoma. El DNA linker más el cromatosoma forman el nucleosoma1.  

                                   

Figura 1. El nucleosoma. 

Los nucleosomas unidos por el DNA internucleosomal forman la fibra de cromatina de 10 

nm. La histona H1, que se une a la partícula núcleo y al DNA internucleosomal, permite la 

compactación de la fibra de 10 nm en una fibra de 30 nm, que constituye el estado en que se 

encuentra la mayoría de la cromatina durante la interfase (Fig. 2). Existen varios modelos de 

la estructura de esta fibra, pero éste es un tema sobre el que existen 
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discordancias importantes. Entre los modelos de la cromatina podemos citar el modelo de 

Thoma y col.2, conocido como modelo del solenoide, el modelo helicoidal de los 

nucleosomas en zig-zag propuesto por Woodcock y col.3, sustentado por estudios realizados 

por Richmond y col.4  y también el modelo del solenoide interdigitado postulado por Dabán 

y col.5.  

                        

Figura 2. Empaquetamiento de la cromatina6.  

La fibra de 30 nm se organiza en grandes dominios llamados lazos que están anclados a un 

esqueleto proteico o scaffold (Fig. 2). Su longitud varía entre 30 y 100 kb y se piensa que 
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podrían constituir grandes dominios transcripcionales dinámicos regulados 

topológicamente7. El modo y el grado de empaquetamiento de los lazos puede cambiar 

durante el ciclo celular y en relación con la expresión génica. 

La estructura de la cromatina aporta la condensación y organización necesarias para que el 

empaquetamiento del DNA en el núcleo sea compatible con la realización de procesos como 

la replicación, la transcripción y la regulación de la expresión génica8. 

En el núcleo eucariota encontramos dos tipos fundamentales de cromatina: eucromatina y 

heterocromatina. La eucromatina está compuesta por regiones más relajadas donde se 

encuentran genes activamente transcritos. Por el contrario, la heterocromatina son regiones 

más compactas que se encuentran generalmente cercanas al centrómero y los telómeros. El 

mantenimiento de las regiones heterocromáticas es necesario para la estabilidad genómica y 

el control de la expresión génica9. 

Histonas internas. 
El núcleo central proteico de los nucleosomas, alrededor del cual se enrolla el DNA contiene 

dos moléculas de cada una de las histonas internas o del core, H2A, H2B, H3 y H4. Las 

histonas internas son proteínas de bajo peso molecular (11-16 kDa) con más de un 20% de 

aminoácidos básicos. Las histonas H2A y H2B contienen más lisina mientras que las 

histonas H3 y H4 contienen más arginina10.  

Todas las histonas internas están sumamente conservadas en longitud y en secuencia 

aminoacídica a lo largo de la evolución. Las histonas H3 y H4 son las más altamente 

conservadas11 y tienen un papel central en el nucleosoma y en muchos procesos 

cromosómicos; estas restricciones funcionales y estructurales explican la conservación de su 

secuencia. Las histonas H2A y H2B están algo menos conservadas.  

Las cuatro histonas presentan un dominio globular del tipo denominado precisamente 

“plegamiento de histona” (histone-fold) en el extremo carboxi-terminal de la proteína, a 

través del cual se producen las principales interacciones  histona-histona y histona-DNA. 

Además, presentan una cola amino (N-) terminal básica que contiene la mayoría de los 

residuos básicos12 (Fig. 3).  

 



Introducción 
_________________________________________________________________________________________ 

 6

 

                  

Figura 3. Estructura de las histonas internas13.  

El dominio tipo “plegamiento de histona” C-terminal contiene tres hélices α; la central  es la 

de mayor tamaño y está flanqueda por dos lazos que la conectan con las dos hélices más 

pequeñas en los extremos del dominio. Cada uno de los lazos contiene cierta estructuración 

en cadena β. La larga hélice central actúa como una zona de dimerización. Este dominio 

está conservado evolutivamente, debido a las restricciones que le confieren su importancia 

estructural en el nucleosoma; así mismo, la secuencia de la cola N-terminal cargada también 

se encuentra conservada. Estas colas N-terminales sufren varias modificaciones  post-

traduccionales en aminoácidos específicos, a menudo por parte de proteínas reguladoras de 

la transcripción14. Esta es una de las explicaciones de la conservación evolutiva de la 

secuencia de las colas, junto con su importancia en la interacción con otros componentes 

estructurales de la cromatina15, 16. Las colas N-terminales constituyen la diana para los 

diferentes enzimas que modifican la estructura de la cromatina. Se ha observado que estos 

dominios terminales son capaces de estructurarse ligeramente en hélice en presencia de 

inductores de estructura secundaria como el 2,2,2-trifluoroetanol (TFE). Parece, además, que 

la acetilación de estos dominios incrementa el porcentaje de hélice que pueden adquirir17, 18. 

La disposición de las histonas internas en el octámero consiste en un tetrámero  (H3, H4)2 

central, flanqueado por dos dímeros (H2A, H2B). Esta estructura presenta una serie de 

surcos en su superficie que crean una rampa helicoidal levógira sobre la que se enrolla el 

DNA. Dentro de esta rampa hay expuestos 16 lazos de las histonas internas, que quedan 

formando 8 puentes β (β-bridges) paralelos en el momento de la dimerización. Cada uno de 

estos puentes β presenta al menos dos residuos cargados positivamente que son capaces de 

interaccionar con los fosfatos del DNA en la superficie del octámero de histonas19. También 

el extremo N-terminal de la primera hélice de las histonas queda apareado en la 

dimerización y parece que se une al DNA (Fig. 4).  

 

 

Cola N-terminal básica. Dominio globular.
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Figura 4. Dibujo del nucleosoma en el que se aprecia la disposición de las histonas internas, del DNA y un 
posible lugar de unión de la histona H513.  

Varios estudios indican que las interacciones electrostáticas de los residuos de arginina de 

las histonas internas con la cadena fosfodiéster del DNA son las más importantes en la 

organización del DNA en el nucleosoma. Efectivamente, sólo 14 residuos concretos de 

arginina son suficientes para mantener el DNA enrollado en el nucleosoma. El papel 

fundamental de las argininas podría venir dado por su capacidad de formar puentes de 

hidrógeno, además de interacciones electrostáticas con los fosfatos del DNA20. Varios 

estudios indican que las colas  N-terminales altamente cargadas de las histonas internas no 

contribuyen de forma significativa al enrollamiento inicial del DNA en el nucleosoma21 y 

que tampoco tienen un papel esencial en mantener la integridad del nucleosoma22. Sin 

embargo las modificaciones post-traduccionales de estas colas pueden alterar aspectos más 

sutiles de la conformación del nucleosoma y de las interacciones histona-DNA. 

Modificaciones postraduccionales de las histonas internas. 
 
En el nucleosoma existen al menos 14 puntos de contacto entre el DNA y las histonas23, lo 

que confiere una gran estabilidad al complejo en condiciones fisiológicas24. La superficie de 

los nucleosomas en general se encuentra salpicada por múltiples modificaciones 
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postraduccionales. Las modificaciones pueden actuar delimitando los dominios de la 

cromatina: eucromatina y heterocromatina.  Su presencia en las histonas determina la 

superestructura de la cromatina y puede orquestar el reclutamiento ordenado de complejos 

enzimáticos efectores de los procesos metabólicos relacionados con el DNA, incluyendo la 

transcripción, la replicación, la reparación y la condensación de los cromosomas. El término 

¨código de las histonas¨ describe el papel de las modificaciones en estos procesos25.  

Las modificaciones postraduccionales están bastante estudiadas en las histonas del core y 

ocurren fundamentalmente en las colas N-terminales que sobresalen del nucleosoma26, 27 

(Fig. 5).  

 

 
Figura 5. Principales modificaciones postraduccionales de las histonas internas en mamíferos28.  

 

Estudios mediante espectrometría de masas y de ¨ChIP on CHIP¨ (Chromatin 

Immunoprecipitation on DNA chip) han permitido la  identificación de acetilación, 

metilación, fosforilación, ubiquitinación, sumoilación, ADP-ribosilación y deiminación 25, 29, 

30, 31. Algunas de estas modificaciones son específicas para el tipo de histona, así como de 

las etapas del ciclo celular (Fig. 6). 
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Figura 6. Modificaciones postraduccionales de las histonas durante el ciclo celular13.  

Acetilación. 
La acetilación se produce en los residuos de lisina de las colas  amino-terminales cargadas, 

aunque recientemente también se ha encontrado acetilada la posición K56 en el dominio 

globular de la H325. Cada grupo acetato incorporado a la histona reduce su carga neta 

positiva en 1. El número de residuos lisina acetilados en una molécula de histona depende 

del equilibrio de las actividades acetilasa y desacetilasa. En el núcleo celular hay  dos 

poblaciones de histonas acetiladas: histonas hiperacetiladas e hipoacetiladas. El patrón de 

residuos de lisina específicos que se acetila en las colas N-terminales varia entre especies y 

apunta a la existencia de especificidad de secuencia en las acetilasas y desacetilasas32.  

La hiperacetilación de las colas de las histonas internas da lugar a pequeños cambios en la 

conformación del nucleosoma33, pero al parecer la consecuencia más importante de esta 

modificación es la afectación de las interacciones proteína-proteína, entre nucleosomas, bien 

con la histona H1 o con proteínas no histonas. La acetilación, así como la eliminación de las 

colas N-terminales de las histonas, facilitan el acceso de los factores de transcripción a sus 

dianas34, 35.  

Observaciones in vitro sugieren que la acetilación de las histonas internas no influye 

directamente en la asociación de la histona H1 con los nucleosomas36, aunque al parecer las 
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regiones acetiladas son muy pobres en H1 y la acetilación inhibe la completa condensación 

de la cromatina en la interfase37. 

Existe una posible relación entre la acetilación de la H3 y la histona H1. En experimentos 

con nucleosomas reconstituidos se observó que la presencia de la histona H1 promueve la 

interacción de la H3 con otra fibra de cromatina a partir de 1.3 mM de MgCl2. Este efecto se 

pierde si la cola N-terminal de la H3 está acetilada38. 

Existe una correlación entre  la acetilación de las histonas y la actividad transcripcional de la 

cromatina26, 39. Los dominios de la cromatina que se transcriben activamente, o que son 

potencialmente activos, se encuentran enriquecidos en histonas hiperacetiladas, mientras que 

la cromatina transcripcionalmente inactiva contiene histonas hipoacetiladas. También 

existen zonas específicas de mayor o menor acetilación en los genes activamente 

transcritos25. 

La acetilación parece aumentar el contenido de hélice α que los dominios N-terminals de las 

histonas internas son capaces de adquirir en presencia de TFE17, 40. En este sentido, se ha 

postulado que el espacio entre las lisinas acetilables de las colas de las histonas H3 y H4 

marca el paso de rosca de una hélice α41. 

La acetilación también tiene un papel en la reparación del DNA. En levaduras la acetilación 

en K56 de la histona H3 ocurre en las histonas recién sintetizadas durante la fase S y 

desaparece en G2. En presencia de daño en el DNA esta modificación persiste42. En los 

sitios de reparación se encuentra la acetilasa Hat1 que acetila la H4 en la lisina 1243. 

En la replicación se ha encontrado que la acetilación de la H4 por el enzima HBO1 es 

necesaria para la iniciación de la fase S y la señalización de los orígenes de replicación44. 

La acetilación de la H4 en la lisina 16 podría estar relacionada con la descondensación de la 

cromatina45. La deacetilación de esta posición por un enzima específico, SirT2, que aparece 

en la cromatina en la transición G2/M, podría inducir la condensación de la cromatina in 

vivo46. 

En resumen, el papel de la acetilación de las histonas tanto en la transcripción como en otros 

procesos, indica una importancia biológica crucial para esta modificación post-traduccional, 

comparable a la fosforilación en las cadenas de transducción de señales25.  
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Fosforilación. 
La fosforilación afecta a todas las clases de histonas del core. La histona H3 se fosforila 

rápidamente en residuos serina de su dominio básico amino-terminal, en respuesta a señales 

extracelulares como factores de crecimiento o ésteres de forbol que estimulan la 

proliferación celular47. La fosforilación de la H3 es máxima en mitosis, momento en el cual 

se fosforila la serina 10 del N-terminal que por ello se ha relacionado con la condensación 

de los cromosomas. Según esta hipótesis, dicha fosforilación modula la interacción entre la 

cola de la H3 con el DNA, permitiendo el acceso de factores condensantes48, 49. Células que 

expresan oncogenes o carentes de genes supresores presentan altos niveles de H1 y H3 

fosforiladas, que serían responsables de la estructura menos condensada de la cromatina y la 

expresión génica aberrante50. La proteína quinasa Aurora B que fosforila la S10 de la H3 se 

sobreexpresa en muchas líneas cancerígenas. La incorporación de ese fosfato se asocia a la 

inestabilidad cromosómica observada en células malignas51, 52. 

La fosforilación en S10 de la H3 también se asocia con la inducción de la transcripción en la 

respuesta al shock térmico53 y a la activación de c-Fos, c-jun y de los genes regulados por 

NF-κB25. Otra fosforilación, en este caso H3T3, es necesaria para la alineación correcta de 

los cromosomas metafásicos54. 

La fosforilación in vivo de las histonas H4 y H2A ocurre en el citoplasma poco después de 

su síntesis55. La fosforilación de estas histonas, junto con la acetilación de la histona H4, 

podría dirigirlas selectivamente hacia las chaperonas moleculares involucradas en la 

formación del nucleosoma y de la horquilla de replicación56. La eliminación de la 

fosforilación de las histonas internas mediante fosfatasas no influye en el espaciamiento de 

los nucleosomas55, y su función en el ensamblaje de la cromatina continúa sujeta a 

especulación.  

Una de las respuestas asociadas al daño en el DNA es la fosforilación de la variante γ de la 

H2A en mamíferos. Esta fosforilación se extiende por varias kilobases alrededor del sitio 

dañado y en levadura recluta el complejo INO80, que presenta actividad remodeladora 

dependiente de ATP. Las modificaciones H2AS129 y H4S1 se han relacionado con la 

reparación de las roturas en doble cadena por la vía de la unión de extremos no homólogos. 

La fosforilación H4S1 también está involucrada en la regulación de la esporulación en 

levadura y se conserva durante la espermiogénesis de mosca y ratón57. En levaduras la 
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fosforilación H2BS10 también regula la inducción de apoptosis por peróxido, aunque este 

residuo no está conservado en mamíferos, la fosforilación H2BS14 podría realizar la misma 

función58. 

El grado de fosforilación de las histonas del core parece aumentar durante el inicio de la 

apoptosis, especialmente de la H2A y la H2B. La fosforilación del subtipo H2A.X en S139 

parece asociada a la iniciación de la fragmentación del DNA en líneas celulares59. 

Metilación. 
Las histonas internas también se metilan en algunos de sus residuos de lisina y arginina. La 

posición y el grado de metilación de las histonas se ha relacionado con la expresión génica.  

Estudios recientes del patrón de modificaciones epigenéticas y su importancia en los 

procesos celulares, así como en el desarrollo de enfermedades como el cáncer, apuntan a que 

la metilación de las histonas tendría un papel crucial en estos fenómenos60.  

La metilación de las lisinas comienza después de la formación de los nucleosomas  y es 

máxima durante la mitosis. Durante la interfase, la metilación de las histonas se da con 

preferencia en las histonas H3 y H4 que ya hayan sido acetiladas. Es posible que esto ocurra 

debido a la mayor accesibilidad de las colas N-terminales acetiladas29, 30.  

La mayoría de las metilaciones de la histona H3 en los vertebrados tienen lugar en las lisinas 

9 y 27, que incorporan hasta tres grupos metilo61. Estas dos metilaciones están asociadas a la 

represión transcripcional. La metilación en K9 es importante para el reclutamiento de la 

proteína de heterocromatina (HP1). Esta proteína se libera en mitosis cuando se fosforila la 

S10, estableciendo un mecanismo regulador que involucra dos modificaciones 

postraduccionales adyacentes, una metilación estable y una fosforilación dinámica, 

denominado ¨methyl-phos switch¨62, 63.  

La histona H3 también se metila en las lisinas 4, 36 y 79. La metilación de esas tres 

posiciones es una característica de zonas transcripcionalmente activas de la cromatina64, 65. 

La metilación en la lisina 36 es dependiente de la conformación de la prolina 38.  Cuando la 

prolina 38 se encuentra en trans, la metiltransferasa Set-2 cataliza el proceso de metilación. 

Si la P38 se encuentra en conformación cis, proceso catalizado por la prolina isomerasa 

Frp4, el enzima Set-2 es incapaz de metilar la K36. La conformación cis/trans de la P38 

también podría tener efecto en la actividad de las desmetilasas66. 
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Los genes transcritos activamente tienen algunas características comunes: hay sitios 

especialmente ricos en histonas acetiladas en el promotor y en el extremo 5´ de la región 

codificante; dentro del promotor los dos nucleosomas que flanquean el sitio de iniciación de 

la transcripción están hipoacetilados y enriquecidos en la variante Htz1 de la H2A; el sitio 

de iniciación no contiene nucleosomas; hay un alto contenido de lisinas trimetiladas en la 

región codificante, donde H3K4, H3K36 y H3K79 tienen su patrón específico. Aunque las 

características anteriores se han descrito en levaduras, evidencias en tejido humano y de 

ratón están a favor de su conservación25.  

Otra función importante de la metilación de las lisinas es la demarcación de los dominios de 

eucromatina y heterocromatina. Las fronteras de la heterocromatina se mantienen con la 

presencia en los dominios adyacentes de eucromatina de las metilaciones H3K4 y H3K9. La 

heterocromatina se asocia con bajos niveles de acetilación y el patrón de metilación asociado 

a represión transcripcional H3K9, H3K27 y H4K20. La metilación en H3K27 está implicada 

en el silenciamiento del gen HOX y el mantenimiento del cromosoma X inactivo. La 

metilación H3K9 parece importante en el mantenimiento de la heterocromatina 

pericentromérica25. 

La histona H4 es metilada en la lisina 20, en la que se han encontrado hasta dos grupos 

metilo.  Esta modificación parece funcionar como una marca en el DNA dañado que es 

reconocida por los complejos de reparación67 y está relacionada con la formación de la 

heterocromatina25.  

La metilación de las argininas está muy poco caracterizada, puede ocasionar activación y 

represión de la transcripción. Al parecer se ubica preferentemente en regiones promotoras. 

En el promotor pS2 regulado por estrógenos la metilación de las argininas es cíclica 

(aparecen y desaparecen) en el proceso de activación68. Este fenómeno se podría derivar de 

la necesidad de que los promotores regulados por estrógenos respondan rápidamente a los 

estímulos externos y por tanto la cromatina tenga que permanecer dispuesta para una posible 

represión transcripcional inmediata25. 

Deiminación. 
Esta modificación consiste en la conversión de la arginina en citrulina. Las argininas de la 

H3 y la H4 pueden ser convertidas en citrulina por el enzima PADI4. Esta modificación 

tiene el potencial de impedir la metilación de la arginina ya que la citrulina no puede ser 
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metilada69. La conversión de la citrulina en arginina no se ha descrito, aunque en el 

promotor pS2 los niveles de citrulina son también cíclicos, lo que apunta a que el proceso de 

deiminación es reversible70.  

ADP-ribosilación. 
La ADP ribosilación consiste en la adición de unidades de ADP-ribosa a algún residuo 

aminoacídico de la proteína. Las enzimas que la catalizan son la mono-ADP-ribosil-

transferasa y la poli-ADP-ribosil-transferasa, según se incorporen una o más unidades de 

ADP-ribosa respectivamente. Hay muchos estudios sobre la ADP ribosilación de las 

histonas, pero hasta el momento solamente se ha caracterizado la H2Bar1, donde el residuo 

de ADP-ribosa se incorpora en E225. 

Algunos resultados sugieren que la ADP-ribosilación de las histonas internas puede dar 

lugar a la descondesación localizada de la fibra de cromatina. La ADP-ribosilación pudiera 

tener un papel importante en la reparación del DNA71. La síntesis de largas cadenas de 

ADP-ribosa cargadas negativamente podría facilitar la disrupción de los nucleosomas por 

intercambio de histonas hacia este polianión competidor.  

Ubiquitinación. 
La H3, la H2B y especialmente la H2A pueden modificarse por conjugación con ubiquitina 

(proteína de 76 residuos)72. La ubiquitina participa en la regulación de la degradación de las 

proteínas. Esta proteína se une covalentemente, a través de una reacción dependiente de 

ATP, a la proteína que debe ser marcada para su proteólisis. Sin embargo, la 

ubiquitinización de la H2A y la H2B no parece estar relacionada con su degradación. Se ha 

observado que la histona H2A ubiquitinada se incorpora a los nucleosomas sin cambios 

importantes aparentes en la organización de la partícula núcleo73. Las histonas ubiquitinadas 

podrían encontrarse en las regiones del DNA activas transcripcionalmente, impidiendo la 

compactación de la cromatina. En algunos organismos se ha encontrado un aumento de la 

H2A ubiquitinada durante la espermiogénesis; justo en el momento anterior a la sustitución 

de la H1 por la protamina. A pesar de estas observaciones no está definido el papel 

estructural de la ubiquitinación de las histonas internas y su efecto o importancia en la 

dinámica de la cromatina74.  
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Recientemente se ha caracterizado la ubiquitinación en H2AK119 y H2BK120 (K123 en 

levaduras). La modificación H2AK119 parece relacionada con la represión de la 

transcripción, mientras que la H2BK120 produce activación. La ubiquitinación de la H3 y la 

H4 se ha relacionado con la reparación del DNA inducida por daños producidos por UV, ya 

que es importante en el reclutamiento de la proteína de reparación XPC. En este mismo 

proceso está implicada la monoubiquitinación de la H2A25. 

Sumoilación. 
SUMO es una proteína modificadora relacionada con la ubiquitina que tiene 

aproximadamente 100 aminoácidos y está conservada en organismos eucariotas. La 

conjugación de la proteína SUMO a las histonas es una modificación voluminosa, como la 

ubiquitinación, ya que ambas implican la unión de una molécula de gran tamaño. Las cuatro 

histonas del core experimentan sumoilación. Los sitios de modificación que se han 

encontrado en levaduras, la K126 en el C-terminal de la H2A, la K6, 7, 16, 17 en el N-

terminal de la H2B y las cinco lisinas del N-terminal de la H4, mientras que aún no hay 

datos concretos sobre la H3. Esta modificación, a diferencia de la acetilación y la 

ubiquitinación, produce represión transcripcional25, 75. 

Histonas H1. 

La definición más amplia de histonas H1 agrupa a aquellas proteínas básicas y abundantes 

que interaccionan con el DNA de unión entre los nucleosomas1. Otros autores restringen su 

concepto por motivos estructurales solamente a los metazoos, obviando así a las proteínas 

con idéntica función de levaduras y protozoos. 

Las histonas H1 de metazoos sudividen su estructura en tres dominios: el dominio amino 

terminal (20-35 aminoácidos), el dominio central de carácter globular (~ 80 aminoácidos), y 

el dominio carboxilo terminal rico (~ 100 aminoácidos) 76 (Fig. 7). 

          

 

 

Figura 7. Dominios de la histona H1. 
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Los dominios amino y carboxi terminal tienen carácter básico, especialmente el dominio C-

terminal que puede contener hasta un 40% de lisinas. La longitud de los dominios terminales 

es más variable que la del dominio globular. Los dominios amino y carboxi terminal de la 

H1 son de baja complejidad de secuencia a nivel de nucleótidos y de aminoácidos, mientras 

que el dominio globular es de alta complejidad de secuencia. La simplicidad de secuencia de 

los dominios terminales observada en los subtipos de H1 sugiere que estos dominios podrían 

tener su origen en la amplificación de motivos cortos que posteriormente han evolucionado 

mediante mutaciones puntuales y mutación por deslizamiento de cadena (slippage)77.  

La estructura tripartita de la H1 sugiere que cada dominio podría tener funciones específicas 

en la estructura de la cromatina. El dominio N-terminal podría estabilizar la unión del 

dominio globular, el dominio globular podría localizar la H1 en el nucleosoma, mientras que 

el dominio C-terminal es la región que generalmente se asocia con la condensación de la 

cromatina mediante la unión y la neutralización de las cargas del DNA linker76. 

La H1 tiene múltiples isoformas o subtipos. En mamíferos encontramos, los subtipos 

somáticos H1a-e, los subtipos específicos de líneas germinales H1oo y H1t y los subtipos 

asociados a diferenciación H1º y H1x. El análisis de la evolución de las H1 de vertebrados 

muestra que la tasa de sustitución de aminoácidos entre los subtipos varía al menos en un 

orden de magnitud, lo que sugiere la posibilidad de que los subtipos puedan tener funciones 

específicas78.   

Las H1 de levadura y de protozoos como Tetrahymena no comparten la estructura general 

descrita anteriormente. En levaduras, la H1 tiene dos dominios globulares con una 

homología de secuencia significativa con el dominio globular de los metazoos, separados 

entre sí por un segmento de 42 aminoácidos, rico en lisina, alanina y prolina como el 

dominio C-terminal de los organismos superiores. 

La H1 de Tetrahymena carece de dominio globular y consiste en un polipéptido de 163 

aminoácidos  con una composición similar a la del C-terminal de los metazoos. 
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Clases de H1. 
Las histonas linker se clasifican en tres clases según el tipo y grado de diferenciación de la 

célula en que se están expresando76, 79. 

• Clase I. Se expresan de forma específica en células de la línea germinal. En oocitos 

encontramos la CS H1 (erizo de mar), H1M y B4 (rana) y la H1oo (ratón y humanos). 

Algunos de estos genes contienen intrones y elementos reguladores en cis propios de 

oocitos como la Y-box y se encuentran codificados por mRNA poliadenilado. Se 

expresan en altos niveles, generándose grandes reservas de éstas proteínas para ser 

usadas durante la embriogénesis temprana80,81.  En la línea germinal masculina también 

encontramos una histona específica, la H1t y dos proteínas histone-like llamadas H1T282, 

83 y HILS184. 

• Clase II. Se expresan en células somáticas y tienen un patrón de expresión dependiente 

de ciclo celular. Carecen de intrones y tienen promotores con características similares, 

entre las que se encuentran las cajas TATA y CAAT, secuencias ricas en GC y una 

región específica para genes H1, llamada caja H1, cuya secuencia es 

5´AAGAAAACACA 3´. Se comienzan a sintetizar en el embrión a partir de mRNA 

materno que solamente se libera para la traducción durante la fertilización. Una vez 

concluido el desarrollo embrionario temprano la síntesis se acopla a la del DNA en la 

fase S del ciclo celular. A ello contribuyen la caja CAAT y la caja H179. Sus genes están 

agrupados en una región del genoma conocida como ¨cluster¨ de histonas, que incluye 

también la H1t, ubicada en el cromosoma 6 de humanos85 y en el 13 de ratón86. La H1a, 

H1c y H1t forman parte de un segmento de 80 kb que contiene las histonas del core; la 

H1d y H1e pertenecen a un segundo segmento, mientras que la H1b se encuentra 500 kb 

más lejos en un segmento que contiene 14 genes de histonas del core87. 

• Clase III. Variantes específicas de diferenciación o también llamadas histonas de 

reemplazo. En este grupo encontramos la H1º, la H5 y la recientemente añadida H1x88. 

Sus promotores son divergentes e incorporan secuencias propias de las histonas internas 

y secuencias promotoras específicas de tejido89, 79. Contienen elementos reguladores 

particulares que responden según el tipo de tejido y el estadío del desarrollo. La H5 se 

expresa en eritrocitos de pollo y se incorpora a la cromatina de manera estable. La H1º 
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se acumula en células diferenciadas terminalmente. Su gen se encuentra aislado del resto 

de los genes de las histonas, en ratón se ubica en el cromosoma 1590 y en humanos en el 

cromosoma 2285. 

Diversidad y expresión. 
En los organismos superiores, las histonas H1 tienen múltiples variantes no alélicas. Los 

subtipos de la H1 podrían estar diferenciados funcionalmente91. En Xenopus hay una 

expresión secuencial de los subtipos de H1: B4 en el estado embrionario, H1 en el adulto y 

finalmente H1º, específica de diferenciación. Los cambios en los subtipos de histonas se 

asocian a diferencias en la estructura de la cromatina, así como a su capacidad replicativa y 

transcripcional. 

En aves, la acumulación de H5, variante de H1 típica de eritrocitos, se asocia con el 

establecimiento de una estructura inerte de la cromatina92.  

En mamíferos se han encontrado al menos 7 variantes de H1. Los subtipos de H1 difieren en 

la extensión y el momento de la fosforilación, la conservación evolutiva93,77, las tasas 

relativas de síntesis y degradación en células en proliferación o quiescentes94, y en su 

habilidad para condensar el DNA in vitro95. Las características mencionadas apoyan la 

hipótesis de la existencia de diferencias funcionales entre los subtipos.  

Se han realizado experimentos de sobreexpresión de los subtipos H1º y H1c en los que se 

evaluó el efecto producido en la expresión génica. La sobreexpresión de H1º resultó en la 

detención transitoria en la fase G1 del ciclo y de la progresión a fase S, así como en una 

disminución de la expresión de los genes de ciclofilina, β-actina y gliceraldehído 3-fosfato 

deshidrogenasa (GAPDH). De ello se deriva la función propuesta para la H1º, consistente en 

la estabilización de la cromatina inactiva en células diferenciadas. La sobreexpresión de H1c 

no afectó la progresión del ciclo celular y aumentó 2-3 veces la expresión de los genes de 

ciclofilina, β-actina y GAPDH. También prepararon proteínas quiméricas realizando un 

intercambio de dominios entre los subtipos H1º y H1c. Con las proteínas obtenidas se 

encontró que el dominio globular es el responsable de los diferentes efectos de la H1º y la 

H1c en la expresión génica. A pesar de que ambos dominios globulares son similares, 

existen diferencias que determinan la estructura tridimensional y por tanto en la forma en 

que interaccionan con los nucleosomas91. 
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Los efectos diferenciales de algunas variantes de H1 en la embriogénesis y la 

espermatogénesis se han atribuido a diferencias en la longitud y carga de los dominios 

amino y carboxi terminal79.  

H1 somáticas. 
Los niveles de H1a, H1b y H1d decrecen rápidamente en células terminalmente 

diferenciadas o en G0, mientras que la H1c y la H1e se continúan expresando. La H1c 

produce un mRNA poliadenilado en células diferenciadas, además del mRNA fundamental 

no poliadenilado que termina en una estructura de ¨stem-loop¨87.  

La H1a se expresa en todos los tejidos en niveles tan bajos que hasta hace poco se 

consideraba específica de células de bazo, timo y testículos96. Su expresión está asociada a 

la división celular. En el sistema nervioso la H1a se expresa en los neuroblastos, pero no en 

las neuronas97. 

En humanos, los niveles de H1c y H1e también se mantienen constantes en el ciclo y tipo 

celular, expresadas en altos niveles. Las otras histonas sufren variaciones dependientes de la 

replicación, observándose un aumento en los mRNA de unas 4-15 veces. Estos resultados 

apoyan la teoría de una función específica para cada subtipo98. En neuronas de rata la H1c 

tiene una tasa de degradación mucho mayor que la de la H1e, lo que origina que en este tipo 

celular el subtipo más abundante en los adultos sea la H1e97. 

H1º. 
La H1º se acumula durante la diferenciación terminal de las neuronas y las células gliales97, 

99, 100 y se activa transcripcionalmente en tipos neuronales específicos. En el córtex adrenal, 

la tiroides, los testículos y la próstata la pérdida de función por la ausencia de la hormona 

correspondiente se relaciona con bajos niveles de H1º101. En núcleos del arcuato los niveles 

de esta proteína son regulados por hormonas y la cantidad es sexualmente dimórfica, 

variando con el ciclo estral102. Los niveles de H1º decrecen en tejidos en regeneración, por 

ejemplo en páncreas103, así como en neuronas del núcleo supraóptico como consecuencia de 

la estimulación osmótica de la transcripción104. Estos resultados muestran la capacidad de la 

histona H1º para responder a señales externas. 
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En ratón, rata y humanos se observó la presencia de dos subfracciones de H1º que se 

llamaron H1ºa y H1ºb. Una caracterización más completa de estas subfracciones demostró 

que en realidad eran 4 las formas de H1º y no dos. La H1ºa consiste en la H1º intacta (H1ºa-

N3) y la forma deamidada de la asparagina en la posición 3 (H1ºa-D3). La subfracción H1ºb 

consiste en la H1º acetilada en su N-terminal (H1ºb-N3) y la forma acetilada y deamidada 

(H1ºb-D3). La proporción de cada una de las subfracciones cambia en dependencia del 

tejido y la edad. Se ha encontrado un aumento progresivo de la forma acetilada y deamidada 

(H1ºb-D3) con la edad105.  

La H1º tiene una elevada homología con la H5 de eritrocitos de ave, aunque ésta última se 

une con mayor fuerza al nucleosoma, permitiendo una cromatina más estable y una 

disminución de la expresión más drástica106. 

Las diferencias de expresión de la H1º respecto al resto de las histonas somáticas se pueden 

atribuir a los elementos que presenta en su región promotora107 (Fig. 8). En este promotor se 

encuentra la H4-box en lugar de la CAAT-box que está presente en las histonas somáticas. 

Esta caja solamente se encuentra en promotores asociados a diferenciación celular. El factor 

de transcripción HBP1, del tipo que se une a las HMG-box y que se ha encontrado unido 

también a la proteína de retinoblastoma (RB), la cual se expresa en dependencia del grado 

de diferenciación. Este complejo interacciona directamente con la H4-box y al parecer está 

involucrado en la activación transcripcional de la H1º108. 

 

                  

Figura 8. Promotor de la H1º107. 

Los otros elementos en cis que regulan la expresión de la H1º son la TATA-box, la H1-box 

y el UCE (upstream control element) y están presentes en los promotores del resto de las 

histonas107.  
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El promotor de la H1º es sensible a la estructura de la cromatina. Se ha observado que la 

hiperacetilación de la cromatina producida por la inhibición de las histonas deacetilasas 

induce la expresión de la H1º en células HeLa y en Xenopus107.  La región promotora de la 

H1º es también sensible a señales externas. El receptor de la hormona tiroidea (TR) y los 

receptores de ácido retinoico son capaces de unirse al promotor de la H1º, produciendo se 

activación transcripcional109.   

La H1x se transcribe también en casi todos los tejidos, aunque la proteína se ha podido 

detectar únicamente en cultivos celulares96. Al igual que la H1º se localiza en regiones de la 

cromatina que son menos sensibles a la digestión con nucleasa micrococal y su gen se 

encuentra en una localización aislada dando lugar a un mRNA poliadenilado. No obstante 

las semejanzas entre los dos subtipos, la inducibilidad de la expresión, así como la 

regulación son diferentes88. 

H1t. 
A lo largo de la espermatogénesis en mamíferos las espermatogonias diploides se 

diferencian en espermatocitos y luego de dos divisiones meióticas sucesivas en espermátidas 

haploides. Durante la espermiogénesis, las espermátidas atraviesan una fase de elongación, 

transformándose en espermatozoides maduros. Este proceso conlleva cambios importantes a 

nivel bioquímico y la reestructuración morfológica de las células de la línea germinal82 (Fig. 

8). 

La histona H1t es específica de testículos, se expresa en los espermatocitos durante la 

profase de la meiosis, específicamente en el paquiteno110 (Fig. 9) y constituye el 55% de la 

histona linker presente en este tipo celular111. El mRNA de H1t existe en el paquiteno medio 

y tardío, pero la proteína se mantiene hasta las espermátidas redondas o alargadas112. Otros 

autores han encontrado mRNA mediante microscopía electrónica e hibridización in situ en 

las espermatogonias y una banda difusa de H1t en ratones de 9 días113. La histona H1t 

difiere bastante de las histonas somáticas, pero son muy parecidas entre especies, al menos 

en su región codificante114,115.  
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Figura 9. Etapas de la espermatogénesis116. Se muestran las tres etapas de la espermatogénesis. Las 
espermátidas tempranas (estadíos 1-8), intermedias (estadíos 9-12) y tardías (estadíos 13-19). El rectágulo 
simboliza el período en que se sintetiza la H1t. 

El promotor de la H1t (Fig. 10) tiene una gran parecido con el de las histonas somáticas. En 

su secuencia podemos encontrar las cajas TATA, CCAAT y AC. Existe una región única 

designada como elemento TE entre las cajas CCAAT y AC, que es esencial para la 

expresión de la H1t. A este elemento, parecido a la caja X, se une el factor RFX2117, que al 

parecer constituye el principal activador transcripcional de la H1t116. 

                

Figura 10. Promotor del gen de la H1t116. 

La represión de la expresión del gen de la H1t en células no germinales parece estar mediada 

por una segunda caja GC, ubicada después de la caja TATA. En las células germinales la 

represión de la transcripción, sin embargo, está relacionada con un elemento llamado RE118, 

ubicado muy cerca de la caja AC (Fig. 10) 116. 

A pesar de la diferente secuencia de aminoácidos y la regulación de la H1t, esta histona no 

parece ser indispensable en ratones, pues se han realizado experimentos de genosupresión 

donde la función de la H1t ha sido sustituida por otros subtipos de la histona H1, 

compensando en su mayoría la ausencia de la H1t111. Se ha comprobado que sin H1t los 
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animales transgénicos realizan la espermatogénesis de forma normal, sin diferencias 

morfológicas en los testículos, son fértiles y se reproducen como el fenotipo salvaje.  

También se ha encontrado aumentada la expresión de H1a, H1c y H1e119. 

Interacción de la histona H1 con la cromatina y el DNA. 
Las diferencias entre los subtipos de la histona H1 se ponen también de manifiesto en la  

localización nuclear y la afinidad por el DNA y la cromatina. Experimentos de 

inmunolocalización con fibroblastos humanos, donde no hay prácticamente expresión de 

H1a y H1º, mostraron que los subtipos H1e y H1d son más abundantes en la 

heterocromatina, mientras que la H1b predomina en los genes activos. Se ha propuesto que 

la H1c proporciona el nivel basal de condensación de la cromatina que luego es modulado 

por intercambio con los demás subtipos120. 

Experimentos de FRAP (Fluorescente Recovery After Photobleaching), en células de 

neuroblastoma que expresan los diferentes subtipos como proteínas de fusión N-terminales 

con GFP, mostraron que los subtipos H1º, H1a, H1c y H1d tienen preferencia por las 

regiones de eucromatina, mientras que los subtipos H1e y H1b tienen más afinidad por la 

heterocromatina. También permiten clasificar los subtipos en dos grupos de afinidad: baja 

afinidad donde se encuentran la H1a y H1c, mientras que el resto de los subtipos estudiados 

H1º, H1b, H1d y H1e se ubican en el grupo de alta afinidad121.  

Respecto a la afinidad de los subtipos de la histona H1 por la cromatina, los resultados 

obtenidos con FRAP son básicamente compatibles con los resultados obtenidos en nuestro 

laboratorio donde fue posible clasificar los subtipos estudiados en tres grupos de afinidad. 

Con baja afinidad se encuentra la H1a, con afinidad intermedia la H1b y H1c, mientras que 

el grupo de alta afinidad incluye la H1d, H1e y H1º. La afinidad mayor difiere de la menor 

en un factor de 19. Estos grupos de afinidad se confirmaron en los experimentos realizados 

con DNA desnudo, donde las afinidades a pesar de no ser idénticas dentro del mismo grupo 

conservaban los mismos tres grupos de baja, intermedia y alta afinidad122. 

Entre las proteínas que se unen al DNA, las hay que poseen especificidad de secuencia. En 

este grupo encontramos proteínas del tipo de los factores de transcripción, represores y 

enzimas de restricción. El reconocimiento en estos casos involucra motivos proteicos como 
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el hélice-giro-hélice, hélice-lazo-hélice, cremallera de leucinas o los dedos de zinc que 

contactan la doble hélice del DNA fundamentalmente por el surco mayor123. 

Otras proteínas y algunas drogas se unen al DNA, generalmente por el surco menor, con 

baja o nula especificidad de secuencia. En este grupo encontramos a las histonas, la DNAsa 

I, las proteínas tipo HU y muchas otras123. Los motivos estructurales propuestos para la 

interacción con el surco menor del DNA son muy variados e incluyen hélice α124, 125, hoja β 

antiparalela126 y el motivo SPKK127. 

La unión del H1 al DNA es cooperativa en presencia de sal128, 129. Probablemente ocurre 

mediante el reclutamiento de moléculas sucesivas de H1 al complejo H1-DNA. 

A pesar de la baja especificidad de secuencia, algunas proteínas de este grupo muestran 

preferencias por algunos tipos de secuencia como la descrita para la histona H1 por el DNA 

metilado, las estructuras cruciformes y las secuencias ricas en A/T123, entre las que se 

encuentran las secuencias asociadas al ¨scaffold¨, secuencias SAR (scaffold associated 

regions), que pudieran tener una gran importancia biológica130.   

La metilación es la modificación más abundante en el DNA, más de un 60% de los motivos 

CpG están metilados. La presencia de CpG metilados se asocia a la represión 

transcripcional131.  

La histona H1 tiene preferencia por el DNA metilado, la cual, además, parece aumentar con 

el grado de metilación132, 133. Esta preferencia tiene lugar en condiciones de unión 

cooperativa y parece estar determinada por el dominio globular. Las variantes de H1 

presentes en núcleos reprimidos transcripcionalmente como la H5 muestran mayor 

preferencia por este tipo de DNA, sugiriendo que dicho fenómeno podría ser relevante en la 

estabilización de la superestructura de la cromatina y la represión transcripcional132.  

En un estudio donde se caracterizó la cromatina activa e inactiva transcripcionalmente en 

neuronas de ratón se encontró que la histona H1 se superponía en la hibridación in situ con 

las regiones de DNA ribosomal (rDNA) metiladas. Estas regiones de rDNA son inactivas 

transcripcionalmente y se encuentran en el nucleolo, adyacentes a la heterocromatina 

perinucleolar. La histona H1 también se encontró unida a la heterocromatina centromérica y 

al borde perinucleolar134.  

Es importante señalar que la preferencia de la H1 por el DNA metilado es objeto de 

controversia pues hay estudios que contradicen estas observaciones131, 135. 
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La histona H1 también se une a las estructuras cruciformes136, 137. Este tipo de DNA es un 

sustrato sintético que se utiliza para estudiar las proteínas que reconocen y resuelven las 

uniones de Holliday que se forman in vivo durante la recombinación. Se ha hipotetizado que 

las estructuras cruciformes imitan la estructura del DNA en la zona cercana a los sitios de 

entrada y salida de los nucleosomas136. Al parecer la H1 se une al centro de las estructuras 

cruciformes, en una interacción dependiente del dominio globular. Como en el caso de la 

unión al DNA metilado, la preferencia por las estructuras cruciformes es mayor en la H5137. 

Preferencia por las regiones SAR. 
Las secuencias SAR son regiones cortas de DNA, con más de un 70 % de residuos A/T 

organizados en tramos homopoliméricos, que se unen de forma específica al scaffold nuclear 

y metafásico138. Se supone que estas secuencias constituyen la base estructural de los lazos 

de la cromatina en las células eucariotas138 y que pudieran estar involucrados en la dinámica 

de los cromosomas139 (Fig. 11). 
 

 
 
Figura 11. Regiones SAR. A. Representación de las regiones SAR en los cromosomas metafísicos 
(http://www.molbio.unige.ch/laemmli). B. Microfotografía de cromosomas humanos descompactados por 
acción de baja fuerza iónica140. 
 
Se han descrito numerosas proteínas con preferencia por las regiones SAR entre las que 

podemos citar la histona H1130, la topoisomerasa II141, la HMG I/Y142, la  SAF-A y la SAF-

B143. 

La organización estructural de los cromosomas en el núcleo es altamente ordenada y se 

mantiene por la unión al scaffold. Dicha organización permite los movimientos dinámicos 

de la cromatina durante procesos como la recombinación y la condensación de los 

cromosomas. Esta organización está determinada supuestamente por elementos en cis, que 

permiten el anclaje de la cromatina al scaffold y actúan como puntos de señalización o 

A B 
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iniciación a partir de los que se extienden los estados de cromatina abierta, cerrada o 

heterocromatina. Estos elementos también podrían limitar la extensión de dichos estados144.  

Aunque no se puede descartar la posible participación de otros elementos en cis, las 

secuencias SAR se consideran el elemento en cis implicado en facilitar los cambios 

dinámicos entre los diferentes estados de la cromatina y la organización estructural de los 

cromosomas144.  

Estudios estructurales han demostrado que las SARs no están localizadas al azar, sino que se 

encuentran separadas por distancias variables permitiendo la formación de lazos más cortos 

en las bandas Q de los cromosomas y más largos en las bandas R que contienen la mayoría 

de los genes expresados constitutivamente (housekeeping genes)145 (Fig. 12).   
 

                                     
 
Figura 12. Modelo de un chromosoma metafásico. En amarillo, vemos la subregión interna formada por la 
yuxtaposición de las regiones SAR, llamada AT-queue, que se extiende de telómero a telómero. Esta subregión 
está más empaquetada en las bandas Q que en las R145. 
 
La longitud relativa de los lazos está de acuerdo con el hecho de que las bandas Q tienen una 

proporción de DNA SAR mayor que las bandas R146. 

Además del efecto en el estado de la cromatina, se ha demostrado que casi siempre la 

presencia de SAR flaqueando un gen reportero estimula su expresión.  Está característica se 

ha conservado evolutivamente, lo que sugiere que dependa de elementos conservados en la 

cromatina y no de factores específicos de especie147. 
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El modelo de Laemmli propone que dos tipos de proteínas compiten por la unión a las 

SARs. Un primer tipo, que incluye la histona H1 y la topoisomerasa II, presenta una unión 

cooperativa a las SARs ocasionando la compactación de la cromatina, la condensación de 

los cromosomas y la formación de heterocromatina. El segundo tipo de proteínas, como la 

HMG I/Y, no se unen de forma cooperativa y pueden desplazar a las proteínas compactantes 

afectando la cooperatividad entre ellas con el resultado de una mayor accesibilidad de la 

cromatina148 (Fig. 13). 

                           
Figura 13. Modelo de la apertura cierre de la cromatina. Arriba observamos los nucelosomas compactados. En 
negrita está la H1 que se encuentra unida a la secuencia SAR. Abajo observamos la cromatina abierta por la 
acción de la distamicina o proteínas como la HMG I/Y sobre la H1 unida a la región rica en A/T148. 
 
La apretura así originada se detiene por la acción de otro elemento SAR, formando así los 

dominios. Este modelo está sustentado en experimentos de desplazamiento de la H1 de las 

SARs por la HMG I/Y y la distamicina142. 

También hay datos sobre la acción combinada de las SARs y otros elementos como los 

enhancers, en la activación de la expresión de genes como el de la cadena µ de las 

inmunoglobulinas149, lo que pudiera conferir especificidad a la iniciación de la apertura de la 

cromatina150. 

La afinidad de las proteínas por las SARs, tanto las de unión cooperativa como la histona H1 

o las de unión no cooperativa (tipo HMG I/Y), está determinada por la presencia de los 

tramos de adenina, A-tracts, y no por una secuencia de bases precisa148, 151. Estos tramos de 

adeninas tienen además la peculiaridad de alterar la estructura de la doble hélice del DNA, la 

cual tiene un surco menor muy estrecho152, 153.  
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El surco menor de las regiones SAR parece tener especial importancia, ya que la preferencia 

de las proteínas por dicha región de DNA se pierde en presencia de distamicina141, 151. La 

distamicina A es un antibiótico que se une al DNA en el surco menor y que tiene 

predilección por las regiones ricas en A/T, lo que sugiere que la interacción ocurre por esta 

zona, aunque en el caso concreto de la histona H1 no se puede descartar la posibilidad que 

también se una por el surco mayor154.  

Algunas causas de la preferencia por un surco menor muy estrecho podrían ser la posibilidad 

de tener mejores contactos de van der Waals entre las paredes del surco menor y los 

ligandos o la mayor densidad local de carga negativa que se origina152. 

En cuanto a qué motivos en las proteínas confieren la preferencia por las regiones SAR, aún 

no hay una respuesta segura. Las proteínas del grupo HMG tienen un motivo denominado 

gancho AT (AT-hook), de secuencia RGR que se repite en múltiples copias y que parece 

asociado a la preferencia por las regiones SAR155. Recientemente también se ha descrito un 

dominio llamado SAF-box que determina la preferencia por las regiones SAR de factores de 

unión al scaffold143. En el caso de la histona H1 se ha señalado que el motivo conocido 

como SPKK pudiera estar involucrado en la interacción y preferencia por las SAR123. 

Motivo SPKK. 
El motivo SPKK fue descubierto en la secuencia de las histonas del erizo de mar 

(Strongylocentrotus nodus) determinadas por von Holt156, quien señaló que dichas 

secuencias presentaban repeticiones de un pentapéptido comenzando en prolina. 

Posteriormente Suzuki postuló que el verdadero motivo repetitivo era S/TPKK y que se 

estructuraba en forma de giro β127. 

El giro formado por el motivo SPKK (Fig. 14) está estabilizado por puentes de hidrógeno 

entre el OH del residuo i, que puede ser treonina, serina, ácido aspártico o asparagina, y el 

NH del residuo i+2.  La presencia de este enlace produce un giro conocido como σ. El 

segundo puente de hidrógeno se establece entre el grupo carbonilo del residuo i y el NH del 

residuo i+3, enlace típico de un giro β. Se ha observado la formación de giros en secuencias 

del tipo SPXK donde la X es un residuo hidrofílico o alanina157. 

La estructura del motivo SPKK en forma de giro β/σ (Figura 14) ha sido observada por 

Suzuki et al157 en estudios de RMN en los péptidos SPRKSPRK y GSPKKSPRK en 90% de 

DMSO. En nuestro grupo esta estructura se ha observado en un péptido derivado del 
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dominio C-terminal de la histona H1 en 90% de TFE158. En el caso del péptido que contiene 

la unidad sencilla SPRK se encontró la conectividad correspondiente al giro β, pero no la 

σ157. 
 

                            
 
Figura 14. Motivo SPKK con el giro β/σ descrito por RMN en el C-terminal de la H1º158. 
 
La interacción de este motivo con el DNA se supone que ocurre en el surco menor, 

reemplazando la doble capa de moléculas de agua que estabiliza la forma B del DNA y que 

se conoce como espina de hidratación159. La hipótesis de la unión en el surco estrecho de la 

hélice de DNA se apoya en la protección observada frente a la metilación de las adeninas, 

que ocurre en el N3 ubicado en el surco menor, por el motivo SPKK127 y la protección 

contra el footprinting por radical hidroxilo de las secuencias ricas en AT, lo que sugiere un 

modelo de interacción similar al Hoecht123. Este tipo de interacción también se ha descrito 

para drogas de unión al DNA y la netropepsina. Todas estas moléculas poseen grupos amida 

que se unen a la molécula de DNA por puentes de hidrógeno, reemplazando al agua. El 

hidrógeno enlazado al N de la serina del motivo SPKK no está involucrado en la formación 

del giro σ/β y pudiera formar dichos puentes de hidrógeno127. 

De acuerdo con este modelo habría una unidad de SPKK por cada par de bases con dos 

cargas positivas para compensar las negativas del fosfato. 

Se ha descrito un péptido de 16 residuos derivado de la H1e de rata, que contiene dos 

motivos SPKK y es capaz de condensar el DNA y la cromatina160. La estructura formada por 

dos SPKKs, podría conllevar la interacción entre moléculas de DNA y por tanto facilitar la 
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condensación del DNA. De forma general este péptido se comporta de manera análoga a la 

H1 en cuanto a la preferencia por las regiones ricas en A-T, la cooperatividad y la 

dependencia de la sal de la condensación del DNA.  

La prolina del motivo SPKK es un aminoácido que puede sufrir isomerización. 

Generalmente las prolinas se encuentran en configuración trans (enlace de la prolina con el 

residuo anterior), pero pueden de forma espontánea o enzimática pasar a cis161. La presencia 

de la prolina convierte el motivo SPKK en sustrato de los enzimas con actividad prolina 

isomerasa, que pueden ser dependientes o no de la fosforilación en la serina o treonina 

adyacente66. La conformación de la prolina podría ser importante en la desfosforilación del 

motivo SPKK, la proteólisis, la estructura y la función del dominio C-terminal162, 163.  

Dominios de la histona H1. 

Dominio globular. 
El dominio globular tiene aproximadamente 80 residuos y se une al nucleosoma cerca del 

punto de entrada y salida del DNA, protegiendo 20 pares de bases adicionales de la 

digestión con nucleasa micrococal164. Es el dominio más conservado evolutivamente hasta el 

punto que puede ser idéntico entre subtipos o entre especies78.  

La estructura cristalográfica del dominio globular de la H5165 (Fig. 15) ha identificado esta 

proteína como miembro del grupo de proteínas de unión al DNA que contienen el motivo 

hélice-giro-hélice modificado conocido como “winged helix”, y ha puesto de manifiesto una 

gran similitud estructural con la proteína activadora por catabolito (catabolite activator 

protein, CAP) y con un factor de transcripción específico de hígado, el HNF-3γ. La 

estructura de la H1 de pollo determinada por RMN también pertenece a este grupo. Por la 

homología existente entre la H5 y la H1º, y entre la H1 de pollo y la H1 de mamíferos, es 

razonable asumir que el mismo patrón estructural existe en los dominios globulares de todas 

las H1 de mamíferos. Recientemente también se ha resuelto la estructura cristalográfica del 

dominio globular de la H1º de rata166. 
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Figura 15. Estructura del dominio globular de la histona H513. 

Basándose en estas estructuras y datos bioquímicos se ha postulado la existencia de un sitio 

primario de unión formado por la hélice III, que se corresponde con el sitio de unión al DNA 

de CAP y HNF-3γ y por el giro β adyacente. En este sitio se encuentran los aminoácidos 

K69 y R73 de la hélice III y K85 del lazo β, que se conservan en todas las variantes 

estudiadas. No obstante, hay una gran divergencia de secuencia en la hélice III, lo que puede 

afectar el modo y la fuerza de la unión y también determinar algunas preferencias de 

secuencia. El sitio primario de unión se encuentra en el surco mayor de la doble hélice de 

DNA, posiblemente cerca del extremo del DNA del cromatosoma165, 167.  

Se piensa que existe un sitio secundario de unión formado por K40 y R42 ubicadas entre las 

hélices I y II, K52 de la hélice II y R94 del lazo β. Entre K40 y R42, adyacentes en la H5 y 

la H1º se encuentra una asparagina que es un residuo no cargado, mientras que en la H1c 

hay un glutámico cuya carga negativa puede disminuir la densidad de carga positiva de la 

región, reduciendo su afinidad por al DNA91. Se ha comprobado que se requieren los dos 

sitios de unión para que el GH5 se una al nucleosoma168.  En el caso del sitio de unión 

secundario, los mutantes simples donde se sustituye uno de los aminoácidos básicos por 

alanina son capaces de unirse al nucleosoma169.  

El sitio de unión secundario al parecer interacciona con el surco menor de la doble hélice del 

DNA sobre el eje binario de simetría167. Los aminoácidos del sitio de unión secundario 

también se conservan en las variantes de las histonas de mamíferos, con la excepción de la 

H1t170. En la secuencia de la H1t la posición equivalente a K52 está ocupada por una 
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glutamina. Este cambio está presente en la secuencia de la H1t de rata, ratón, cerdo y 

humanos, lo que hace pensar que sea un cambio específico de este subtipo. 

Al realizar el modelo del dominio globular de la H1t, basándose en el GH5, Rao y col170. 

encontraron que la glutamina tiene una orientación diferente de la lisina, y por tanto no está 

en posición de interactuar con el eje de simetría binario de la partícula nucleosomal.  Este 

cambio tiene como efecto la disminución a la mitad de la afinidad por la estructura 

cruciforme de DNA y ofrece menos protección frente a la digestión con nucleasa 

micrococal. Este cambio se mantiene en las variantes de H1t recientemente descubiertas 

H1T2p y H1LSp, aunque la significación biológica no está clara todavía. 

Dominio N-terminal. 
El dominio N-terminal de la histona H1 tiene alrededor de 30 aminoácidos y contiene dos 

subregiones171. La región distal es rica en alanina, prolina y de carácter hidrofóbico, 

mientras que la región adyacente al dominio globular tiene carácter básico y podría 

contribuir a la estabilidad de la interacción del dominio globular172. 

Este dominio se encuentra desestructurado en disolución pero adquiere una proporción 

importante de hélice α en presencia de TFE o DNA173, 174. 

Estudios de RMN-2D de los péptidos, NH-1 que contiene los primeros 20 aa de la H1º de 

ratón y NH-2, derivado de la misma proteína pero abarcando los aa 8-29, mostraron que la 

mitad básica del dominio N-terminal de la H1º adquiría estructura helicoidal en presencia de 

90% de TFE. La espectroscopía de infrarrojo (FTIR) de los complejos con DNA muestra 

que la estructura del N-terminal unido al DNA es similar a la obtenida en TFE173.  

El análisis del RMN de los péptidos NH-1 y NH-2 permitió proponer un modelo estructural 

para el N-terminal de la H1º unido al DNA en el cual de los residuos del 11-24 se 

encuentran en hélice α. El límite estructural del dominio N-terminal se extiende hasta la 

histidina 24, en lugar de la lisina 20, obtenido por digestión tríptica (Fig. 16). En esta hélice 

encontramos dos regiones de tres residuos básicos en caras opuestas de la hélice, lo que 

permitiría su unión a diferentes regiones de DNA173. 
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Figura 16. Modelo estructural para el dominio N-terminal de la H1º conectado con el dominio globular de la 
H5173.  
 
También se ha estudiado un péptido, correspondiente a la región básica del dominio N-

terminal de la H1e, por dicroísmo circular y RMN. Este péptido comprende los residuos 15-

36 y en presencia de TFE adquiere un 40% de hélice α. En estas condiciones los estudios de 

RMN mostraron que el péptido está estructurado en dos hélices anfipáticas separadas por un 

motivo Gly-Gly que funciona como una bisagra entre las dos hélices. La primera hélice 

abarca los residuos 17-27 y la segunda los residuos 29-34, quedando así prácticamente todo 

el péptido en hélice α174 (Fig. 17). 
 

                           
Figura 17. Modelo estructural para el dominio N-terminal de la H1e conectado con el dominio globular de la 
H5174.  
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Dominio C-terminal. 
El dominio C-terminal de la histona H1 representa alrededor de la mitad de la proteína y 

tiene un alto contenido (~40%) de aminoácidos básicos, en su mayor parte lisina. El dominio 

C-terminal también es rico en serina, prolina y alanina. Este dominio es muy variable entre 

los diferentes subtipos de histonas, aunque la distribución de las cargas positivas es 

relativamente uniforme a pesar de las diferencias en la secuencia de aminoácidos175.  

En general se acepta que el dominio C-terminal es responsable de la condensación de la 

cromatina en la fibra de 30 nm y la agregación intermolecular176. El dominio C-terminal 

también tiene capacidad de condensar el DNA, a juzgar por la inducción de espectro en psi 

(ψ) de dicroísmo circular en el DNA, atribuido a la agregación ordenada de las moléculas de 

DNA177.  

Al parecer la condensación del DNA es mediada por la neutralización de las cargas 

negativas de los fosfatos del DNA linker por las lisinas del C-terminal. En estudios 

recientes, se ha postulado la presencia de subdominios dentro del C-terminal que serían los 

responsables de la alteración del DNA linker y la estabilización de estructuras de cromatina 

condensada178.  

Dichos experimentos se realizaron con mutantes truncados de la H1º de ratón evaluando por 

ultracentrifugación su capacidad de alterar el DNA linker, el plegamiento y la 

autoasociación de las fibras de cromatina. Los resultados indican que la mayoría de las 

funciones pueden ser realizadas por un mutante que contiene los primeros 24 aminoácidos 

del dominio C-terminal, aunque para el adecuado plegamiento de las fibras de cromatina 

parecen necesarios los aminoácidos 145-169 del C-terminal178 (Fig. 18). 
 

 
Figura 18. Distribución de funciones en la histona H1º. L: alteración del DNA linker. F: plegamiento de la 
fibra de cromatina. SA: Autoasociación de la fibra de cromatina178. 
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En la H1e de rata se ha identificado un fragmento de 34 aminoácidos como la región 

necesaria para la condensación de la cromatina. Este fragmento comprende los aminoácidos 

145-178 y contiene tres de los cuatro motivos SPKK presentes en ese C-terminal179 (Fig. 

19). 
 
KKAASGEAKPKAKKAGAAKAKKPAGAAKKPKKATGTATPKKSTKKTP
KKAKKPAAAAGAKKAKSPKKAKATKAKKAPKSPAKARAVKPKAAKPKT
SKPKAAKPKKTAAKKK 
 
Figura 19. Secuencia del dominio C-terminal de la histona H1e de rata. Subrayado y en cursiva se destaca el 
fragmento de 34 aa responsable de la condensación del DNA. En rojo los motivos SPKK. 
 
Los motivos SPKK están ubicados en repeticiones imperfectas de un octapéptido que es 

capaz de mimetizar las propiedades condensantes del dominio C-terminal de la histona 

H1160. Es importante señalar que dos de los tres motivos SPKK presentes en el dominio C-

terminal de la H1º de ratón se encuentran ubicados en los dos subdominios del C-terminal 

involucrados en la condensación de la cromatina detectados por Hansen y col178.  

El dominio C-terminal también es esencial para la unión a la cromatina in vivo con alta 

afinidad180, 181. En estudios más recientes, se apunta además a la posibilidad de que esta 

unión este modulada por fosforilación182.  

Esta conclusión se extrajo estudiando la H1a humana que tiene solamente dos sitios de 

fosforilación, S183 en el motivo SPAK y T152 del motivo TPKK. Los experimentos de 

deleción mostraron que si se eliminaba del aminoácido 151 en adelante la proteína resultante 

se unía con muy poca afinidad a la cromatina. La sustitución por mutagénesis de T152 y 

S183 por glutámico, para así mimetizar la introducción de una carga negativa por la 

fosforilación tenía el mismo efecto que la deleción a partir de la posición 151, especialmente 

la mutación en la T152, asociada al motivo SPKK. Estos resultados sugieren que la afinidad 

de la unión de la H1 a la cromatina puede estar modulada directamente por fosforilación de 

residuos del C-terminal182. 

El dominio C-terminal está desestructurado en disolución, pero adquiere un grado sustancial 

de estructura en hélice α en presencia de TFE183, 184.  

La estabilización de hélice α183, 184 y giros β185  en presencia de estabilizantes de estructura 

secundaria hizo pensar que la interacción con el DNA induciese estructura secundaria en el 

dominio C-terminal de la histona H1.  
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El péptido CH-1 cuya secuencia pertenece al dominio C-terminal de la histona H1º de ratón 

(residuos del 99 al 121), adyacente al dominio globular, fue estudiado por DC y RMN-2D. 

Se observó la inducción en el CH-1 de hasta un 45 % de hélice α en presencia de TFE por 

DC. Los estudios de RMN permitieron determinar la estructura del péptido en 90% de TFE, 

que incluye una región de hélice 310 en los residuos 100-103, una hélice α de marcado 

carácter anfipático desde el 104 hasta 117, con 8 residuos básicos en una cara de la hélice y 

6 hidrofóbicos en la otra. Esta región está seguida por un giro σ/β (118-121), que se 

corresponde con el motivo SPKK158 (Fig. 20). 

                                            

Hélice α

Giro β/σ

Hélice 310

Hélice α

Giro β/σ

Hélice 310

 
Figura 20. Estructura del péptido CH-1 (residuos 99-121 de la H1º) en presencia de TFE por RMN158. 
 
La interacción del péptido CH-1 con el DNA se estudió por espectroscopía de infrarrojo 

(FTIR). La interacción con el DNA induce la estructuración del péptido. La componente 

mayoritaria es de hélice α, con un 43%, distribuida en dos picos (1647, 1657 cm-1), un 20% 

de hélice 310 a 1637 cm-1 y un 20% de giros a 1670 cm-1, atribuido al SPKK186. 

Sobre la base de estudios de modelado molecular, Rao y col.187 han propuesto que el 

segmento de 34 aa del C-terminal de la H1e, con tres motivos SPKK y gran capacidad 

condensante, forma un dominio del tipo HMG-box con tres hélices α cortas, igual al 

encontrado en las proteínas Lef-1 y SRY188 (Fig. 21A). A partir de esta predicción Rao y 

col. 187 han elaborado un modelo de cromatosoma que incluye la histona H1 entera (Fig. 

21B).  
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Figura 21. Interacción de la H1e de rata y el DNA. A. Dominio HMG-box de la H1e de rata (amarillo) unido al 
DNA (lila). En verde aparecen señalados los 3 motivos SPKK. B. Modelo del cromatosoma con la H1e de rata. 
El dominio globular en rojo y el C-terminal en azul claro. Los residuos de la doble hélice del DNA en contacto 
con cada una se muestran en el mismo color que los dominios de la histona. El segmento en azul indica el 
DNA adicional que se necesita para acomodar el dominio C-terminal en esta posición187.  
 
Recientemente se ha relacionado el dominio C-terminal de la H1 con la activación del una 

de las nucleasas apoptóticas, el factor de fragmentación nuclear DFF40/CAD189. Una de las 

características de las etapas finales de la apoptosis es la fragmentación del DNA nuclear en 

mononucleosomas que luego son fagocitados. Este proceso es importante ya que elimina la 

transformación potencial de otras células por oncogenes190. Defectos en la apoptosis pueden 

causar predisposición a enfermedades autoinmunes191. 

El DFF40 es inactivo en condiciones normales ya que está unido a una molécula inhibidora, 

formando un heterodímero. El estímulo para la apoptosis activa la caspasa-3, que corta la 

subunidad inhibidora dejando activo el DFF40192. La histona H1 se une al DFF40 formando 

un complejo con alta afinidad por el DNA. Esto produce un aumento marcado de la 

degradación de DNA desnudo e internucleosomal por el DFF40193. La unión de la H1 al 

DFF40 dirige el complejo hacia el DNA linker de la cromatina, donde el DFF40 corta la 

cadena de DNA194. La activación se produce con una molécula de H1 por cada 1-2 

nucleosomas. La unión del DFF40 a la histona H1, permite el funcionamiento del DFF40 a 

concentraciones salinas fisiológicas (150 mM NaCl)189. 

A B
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Al analizar el efecto en la activación de los mutantes de deleción del C-terminal178 se detectó 

que es necesario el dominio C-terminal intacto para la máxima activación del DFF40. 

También se encontró que los seis subtipos de H1 somáticas de ratón eran capaces de 

producir igual activación. Esta falta de especificidad asegura la apoptosis 

independientemente de la composición específica de isoformas de un tipo celular189. 

Cuando se induce la apoptosis se produce la desfosforilación de las histonas195. Esto puede 

ser consecuencia, al menos en parte, de la parada del ciclo celular196. La presencia de las 

histonas hipofosforiladas en el momento de la interacción de la H1 con DFF40, hizo pensar 

la posible relación entre el estado de fosforilación y la modulación de esta proteína. Los 

experimentos realizados en líneas celulares tumorales humanas demostraron que el efecto de 

la H1 en la endonucleasa DFF40 era independiente del estado de fosforilación de la histona 

H159. 

Modificaciones postraduccionales de la histona H1. 
La histona H1, al igual que las histonas internas, experimenta varios tipos de modificación 

postraduccional: acetilación, metilación, poliADP-ribosilación, formilación, deimidación, 

ubiquitinación y fosforilación197, 198, 199. La acetilación y metilación de las histonas H1 

ocurre fundamentalmente en células en rápida proliferación, como en las del bazo96. La 

fosforilación se considera la modificación fundamental en la H1 ya que ocurre en múltiples 

sitios en la molécula y está asociada al ciclo celular. La diversidad de efectos estructurales y 

funcionales que podría provocar la convierten en un tema muy importante a estudiar para 

entender el papel de la H1 en la cromatina. 

Acetilación. 
La histona H1 se modifica mediante dos tipos diferentes de acetilación, la que ocurre en el 

N-terminal y la que tiene lugar en el grupo ε-amino de las lisinas. 

La mayoría de las proteínas eucariotas pierden la metionina N-terminal y el aminoácido que 

queda en su lugar al inicio de la cadena polipéptídica es acetilado. Esta modificación ocurre 

co-traduccionalmente y no tiene una secuencia específica, aunque el 95% de los residuos 

acetilados son: serina, alanina, metionina, glicina y treonina. La acetilación del N-terminal 

in vivo se ha caracterizado en la mayoría de los subtipos de H1 por espectrometría de masas 

a partir de cultivos celulares y en tejidos de ratón96, 105. Esta modificación había sido 
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documentada previamente en experimentos de microsecuenciación197. En los estudios 

realizados en tejidos y líneas celulares se ha encontrado también una pequeña proporción del 

N-terminal de las histonas H1 procesado, pero no acetilado. 

La H5 y la H1º se encuentran acetiladas y no acetiladas200, 201. Mientras que en la H5 no 

varía el grado de acetilación, en la H1º la acetilación del N-terminal aumenta con el 

envejecimiento en ratas. En hígado de ratón se ha encontrado la metionina inicial de la H1º 

acetilada96.  

La acetilación del grupo ε-amino de la lisina es muy común en las histonas internas. En la 

histona H1 se encontró inicialmente in vivo la presencia de un sitio de acetilación interno en 

el dominio globular (K64) que es compartido por los subtipos c, d, e199. En estudios más 

recientes se han encontrado múltiples sitios de acetilación internos (Tabla 1) 96.  

 
Tabla 1. Sitios de acetilación internos de la histona H196. 

 Cultivos celulares Tejidos de ratón 

Dominio Subtipo Posición Subtipo Posición 

N-terminal H1b, c, d, e K17 H1º K12 

 H1a K22 H1a, c K16 

   H1e K17 

   H1a K22 

Globular H1a K64, K85, K90, K97 H1a K75, K87, K90 

 H1b K49, K88 H1b K85 

 H1c, d ,e K34, K46, K52, K64, K90 H1c,d K34, K46, K52, K75, K85, K90 

   H1e K46, K52, K75, K85, K90 

C-terminal H1b K168 H1a K121 

 H1c, d, e K169 H1b K158, K165 

 H1c K192 H1c K160, K168, K178  

   H1d K168 

   H1e K160, K168 

La numeración de las posiciones se realizó usando la secuencia de la H1c. 
Los tejidos analizados: cerebro, corazón, músculo, pulmón, bazo, riñon y vesícula. 
 

La mayoría de los sitios de acetilación están localizados en el dominio globular (Tabla 1). 

En particular, la acetilación afecta residuos que se consideran directamente involucrados en 

la unión al DNA como son K52, K64, K85 y K97168. La presencia de residuos acetilados 
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puede interferir en la unión al DNA confiriendo a algunos subtipos propiedades específicas 

en la cromatina. En los dominios N y C-terminal se encuentran también residuos 

modificados (Tabla 1)96. El papel de esta modificación en la estructura y función de la 

histona H1 aún está por estudiar. 

Metilación. 
La lisina y la arginina pueden metilarse en sus cadenas laterales. Inicialmente se 

describieron dos sitios metilados en la H162, 227 . Una de las modificaciones se ha encontrado 

en la H1e de células HeLa en la lisina 25, adyacente a la serina 26 fosforilada. Estas 

modificaciones al parecer forman un ¨methyl-phos switch¨ donde mientras la lisina está 

metilada se une la proteína HP1 y al fosforilarse la serina 26 se bloquea dicha unión202. La 

modificación de la lisina 25 al parecer es realizada por la histona-lisina metiltransferasa 

Ezh2, la cual se ha asociado a la represión transcripcional203.  

También se ha encontrado H1b metilada en la lisina 26 en fibroblastos de ratón. En este caso 

la metilación es indispensable para la interacción de este subtipo con las variantes de la 

HP1β y 1γ. Como en el caso de la interacción con HP1α, la fosforilación de la H1 actúa 

como señal para la eliminación de la interacción204. 

En estudios más recientes se han descrito múltiples sitios de metilación (Tabla2), algunos 

acoplados a acetilación o a metilación de residuos adyacentes96. 

 
Tabla 2. Sitios de metilación de la histona H196. 

Cultivos celulares Tejidos de ratón 

Subtipo Posición Subtipo Posición 

H1b aK168-mK169 H1a mK22-mK23, md-K63, dK92 

H1d, e aK169-mK170, a-mK169 H1b mK34, mK75 

  H1c mK26, mK34, mdK46, mdK63, 

mdK75, mK106 

  H1d mK17, mK34, mdK46, mdK63, 

mdK75, mK106 

  H1e dK17, mR33-mK34, mK34, 

mdK63, mdK75, mK106 

a: acetilado, m: metilado, d: dimetilado. 
Las acetilaciones se señalan cuando la metilación aparece acoplada a esta modificación. 
La numeración de las posiciones se realizó usando la secuencia de la H1c. 
Los tejidos analizados son; corazón, músculo, pulmón, bazo, riñon y vesícula. 
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ADP-ribosilación. 
La ADP-ribosilación de la H1 puede involucrar la unión covalente de la ADP-ribosa, con 8-

10 ADP-ribosas por H1 o la unión no covalente de polímeros ramificados de ADP-ribosa 

con hasta 100-200 unidades por proteína. La unión no covalente de ADP-ribosa es resitente 

a la acción de ácidos fuertes, detergentes, agentes caotrópicos y condiciones de elevada 

fuerza iónica205. Es evidente que la presencia de polímeros de ADP-ribosa en la H1 cambia 

su carga y se espera que afecte la interacción H1-DNA y H1-H1. In vitro la poliADP-

ribosilación conlleva a una relajación significativa de la cromatina, pero no desplaza la H1 

del DNA linker206, 207. In vivo esta modificación podría tener un papel regulador en la 

protección del patrón de metilación del DNA, ya que se ha encontrado necesaria para el 

matenimiento del estado no metilado en las islas CpG del promotor del gen Htf9 de 

fibroblastos208,  209.  

Formilación. 
Esta modificación novedosa se encontró en algunos residuos de lisina solamente en tejidos 

de ratón, pero no en líneas celulares (Tabla3)96. Su origen y función potencial son 

desconocidos. La formilación puede ser catalizada a partir del formiltetrafolato o a partir del 

formaldehído liberado en la dimetilación de la lisina mediante un enzima específico, o la 

LSD1 dimetilasa en la reacción inversa210. 
 

Tabla 3. Sitios formilados en la histona H196. 

Tejidos de ratón 

Subtipo Posición 

H1a K63 

H1c K34, K52, K63, K85, K90, K106 

H1d K34, K52, K63, K85 

H1e K52, K63, K85 

La numeración de las posiciones se realizó usando la secuencia de la H1c. 
Los tejidos analizados son; cerebro, corazón, músculo, pulmón, bazo, riñon y vesícula. 

Deimidación.  
La deimidación de las proteínas es un proceso generalmente no enzimático. Ocurre en 

residuos de asparagina y glutamina tienendo como resultado la formación de ácido aspártico 

y glutámico, respectivamente211, 212. Esta modificación implica la incorporación de una 
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carga negativa a la secuencia de aminoácidos. Algunos estudios sugieren que la deamidación 

aumenta con la edad en proteínas con poco o ningún recambio durante el ciclo celular. Este 

aumento se debe probablemente a la disminución de la tasa de degradación de las proteínas 

deamidadas.  En la histona H1º ocurre la deimidación de la asparagina en la posición 3 y la 

presencia de dicha modificación aumenta con la edad105.  

Ubiquitinación. 
La ubiquitinación in vitro de la H1 se describió por primera vez en Drosophila, aunque sin 

identificar el sitio concreto213. Actualmente se han identificado dos lisinas ubiquitinadas, la 

K46 en la H1c, d, e y la K116 en la H1a96. En las histonas del core, esta modificación se 

asocia con el aumento de la expresión214, pero su presencia en las H1 tiene efectos aún 

indeterminados. 

Fosforilación. 
La fosforilación de proteínas es un mecanismo de regulación fundamental en las células 

eucariotas. Se estima que al menos un tercio de las proteínas son fosforiladas de forma 

reversible215. La fosforilación modula la actividad de numerosas proteínas involucradas en la 

transducción de señales, regula la afinidad de unión de factores de transcripción a sus 

coactivadores y al DNA, alterando la expresión génica, el crecimiento celular y la 

diferenciación216.  

El estudio de la fosforilación de las proteínas como mecanismo fundamental de control de la 

progresión del ciclo celular ha llevado a la identificación de proteínas quinasa dependientes 

de ciclinas (CDKs) que son necesarias para el avance del ciclo celular (Tabla 4)217.  
Tabla 4. Quinasas dependientes de ciclinas relacionadas con el control del ciclo celular217. 

Etapa del ciclo CDK Ciclina Inhibidores 

G1 CDK4/6 D p21, p27, p15, p16 

G1/S CDK2 E p21, p27 

S CDK2 A p21 

G2/M cdc2 A p21 

M cdc2 A, B  

 

Las CDKs están compuestas por una subunidad catalítica y otra reguladora. Su actividad se 

regula mediante modificaciones postraduccionales y la asociación a inhibidores218. 



Introducción 
_________________________________________________________________________________________ 

 43

La fosforilación de la histona H1 es dependiente del ciclo celular, alcanzando su grado 

máximo durante la mitosis y mínimo en la fase G1198. Progresa desde un fosfato por 

molécula al final de G1 a tres en la fase S y G2, llegando a 5 fosfatos, en algunos subtipos, 

en mitosis218, 198 (Tabla 5). Todos los grupos fosfato se han perdido al final de la telofase, de 

forma que al principio del nuevo ciclo la H1 no tiene fosfatos.  
 

Tabla 5. Número de fosfatos encontrados en los subtipos de H1 en fibroblastos de ratón en las etapas del 

ciclo celular198, 219. 

Subtipo G1 tardío S tardía Mitosis 

H1a 1 1 4 

H1b 2 3 (3) 5 (5) 

H1c 1 1 (1) 4 

H1d 1 2 (1) 5 

H1e 1 3 (2) 4 

H1º 1 1 3 

Entre paréntesis se muestran los sitios fosforilados in vivo en linfoblastos humanos. 

Los estudios realizados indican que la fosforilación de la H1 está más directamente 

relacionada con la descondensación de la cromatina que con su condensación. Green y 

col.220 mostraron que la H1 hipofosforilada se une con mayor fuerza al DNA que la H1 

hiperfosforilada. La fosforilación disminuye la afinidad de la H1 por el DNA, lo que 

permitiría la descondensación necesaria en las diferentes etapas del ciclo celular219.  

La fosforilación moderada durante la interfase podría propiciar la descondensación necesaria 

en la cromatina para la replicación del DNA y la transcripción221. También se ha descrito el 

papel de la fosforilación de la H1 en la expresión de genes específicos222. 

Durante la mitosis la hiperfosforilación de la H1, permitiría la unión de factores específicos 

de condensación de la cromatina219. Así sería posible relacionar el aumento en los niveles de 

fosforilación de la H1 con el aumento de la condensación de la cromatina durante G2, hasta 

su momento de máxima compactación en los cromosomas metafásicos. El tratamiento con 

estaurosporina impide la fosforilación de la H1 y la entrada en mitosis de la célula. El efecto 

inverso se puede obtener añadiendo la droga a células detenidas en mitosis223, 224. Se acepta 

que el estado global de fosforilación de la H1 es el resultado del balance entre las 

actividades de la proteína fostatasa 1 y de las quinasas CDK2/cdc2219.  
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La histona H1 se fosforila por quinasas dependientes de ciclinas en el motivo (S/T)-P-X-Z, 

donde X es cualquier aminoácido, mientras que Z es un aminoácido básico199, 96. Esta 

secuencia consenso incluiría los motivos SPKK, que están involucrados en aspectos 

estructurales y funcionales de la H1 (Fig. 22).  
 
H1a_m SETAPVAQAA STATEKPAAA KKT.KKPAKA AAP.RKKPAG PSVSELIVQA VSSSKERSGV  
H1b_m SETAPAETAA PAPVEKSPAK KKTTKK.... AGAAKRKATG PPVSELITKA VSASKERGGV  
H1c_m SEAAPAAPAA APPAEKAPAK KKAAKK.PAG V...RRKASG PPVSELITKA VAASKERSGV  
H1d_m SETAPAAPAA PAPVEKTPVK KKA.KK.T.G AAAGKRKASG PPVSELITKA VAASKERSGV  
H1e_m SETAPAAPAA PAPAEKTPVK KKA.RKAA.G G..AKRKTSG PPVSELITKA VAASKERSGV 
 
H1a_h SETVPPAPAA SAAPEKPLAG KKA.KKPAKA AAASKKKPAG PSVSELIVQA ASSSKERGGV  
H1b_h SETAPAETAT PAPVEKSPAK KKATKKAA.G AGAAKRKATG PPVSELITKA VAASKERNGL  
H1c_h SETAPAAPAA APPAEKAPVK KKAAKK.AGG TP...RKASG PPVSELITKA VAASKERSGV  
H1d_h SETAPLAPTI PAPAEKTPVK KKA.KK.A.G ATAGKRKASG PPVSELITKA VAASKERSGV  
H1e_h SETAPAAPAA PAPAEKTPVK KKA.RKSA.G A..AKRKASG PPVSELITKA VAASKERSGV  
      **  *          **     **   *           *  * * *****  *    **** * 
 
H1a_m SLAALKKSLA AAGYDVEKNN SRIKLGLKSL VNKGTLVQTK GTGAAGSFKL NKKA...ESK  
H1b_m SLPALKKALA AGGYDVEKNN SRIKLGLKSL VSKGTLVQTK GTGASGSFKL NKKAASGEAK  
H1c_m SLAALKKALA AAGYDVEKNN SRIKLGLKSL VSKGILVQTK GTGASGSFKL NKKAASGEAK  
H1d_m SLAALKKALA AAGYDVEKNN SRIKLGLKSL VSKGTLVQTK GTGASGSFKL NKKAASGEAK  
H1e_m SLAALKKALA AAGYDVEKNN SRIKLGLKSL VSKGTLVQTK GTGASGSFKL NKKAASGEAK  
 
H1a_h SLAALKKALA AAGYDVEKNN SRIKLGIKSL VSKGTLVQTK GTGASGSFKL NKKASSVETK  
H1b_h SLAALKKALA AGGYDVEKNN SRIKLGLKSL VSKGTLVQTK GTGASGSFKL NKKAASGEAK  
H1c_h SLAALKKALA AAGYDVEKNN SRIKLGLKSL VSKGTLVQTK GTGASGSFKL NKKAASGEAK  
H1d_h SLAALKKALA AAGYDVEKNN SRIKLGLKSL VSKGTLVQTK GTGASGSFKL NKKAASGEGK  
H1e_h SLAALKKALA AAGYDVEKNN SRIKLGLKSL VSKGTLVQTK GTGASGSFKL NKKAASGEAK  
      ** **** ** * ******** ********** * ******** **** ***** ****   * * 
 
H1a_m AITTKVSVKA KA...SGA.A KKPKKTAGAA A.KKTV.KTP KKPKKPAV.. .SKKTSKSPK  
H1b_m PKA.KKTGAA KAKKPAGATP KKPKKTAGA. ..KKTVKKTP KKAKKPAAA. GVKKVAKSPK  
H1c_m PQA.KKAGAA KAKKPAGA.A KKPKKATGAA TPKKAAKKTP KKAKKPAAAA VTKKVAKSPK  
H1d_m PKA.KKAGAA KAKKPAGA.A KKPKKATGAA TPKKTAKKTP KKAKKPAAAA GAKKVSKSPK  
H1e_m PKA.KRAGAA KAKKPAGA.A KKPKKAAGTA TAKKSTKKTP KKAKKPAAAA GAKK.AKSPK  
 
H1a_h PGASKVATKT KA...TGA.S KKLKKATGA. S.KKSV.KTP KKAKKPAA.. .TRKSSKNPK 
H1b_h PKA.KKAGAA KAKKPAGATP KKAKKAAGA. ..KKAVKKTP KKAKKPAAA. GVKKVAKSPK  
H1c_h PKV.KKAGGT KPKKPVGA.A KKPKKAAGGA TPKKSAKKTP KKAKKPAAAT VTKKVAKSPK  
H1d_h PKA.KKAGAA KPRKPAGA.A KKPKKVAGAA TPKKSIKKTP KKVKKPATAA GTKKVAKSAK  
H1e_h PKA.KKAGAA KAKKPAGA.A KKPKKATGAA TPKKSAKKTP KKAKKPAAAA GAKK.AKSPK  
          *      *     **   ** **  *     **   *** ** ****       *  *  * 
 
H1a_m KPKVV.KAKK VAKSPAKAKA VKPKASKAKV TKPKTPAKP. ....KKAAPK KK 
H1b_m KAKAAAKPKK AAKSPAKPKA VKSKASKPKV TKPKT.AKPK AAKAKKAVSK KK 
H1c_m KAKVT.KPKK V.KSAS..KA VKPKAAKPKV AKAK...... .....KVAAK KK 
H1d_m KVKAA.KPKK AAKSPAKAKA PKAKASKPKA SKPKAT.... ..KAKKAAPR KK 
H1e_m KAKAT.KAKK APKSPAKAKT VKPKAAKPKT SKPKA.AKP. ....KKTAAK KK 
 
H1a_h KPKTV.KPKK VAKSPAKAKA VKPKAAKARV TKPKT.AKP. ....KKAAPK KK 
H1b_h KAKAAAKPKK ATKSPAKPKA VKPKAAKPKA AKPKA.AKPK AAKAKKAAAK KK 
H1c_h KAKVA.KPKK AAKSAA..KA VKPKAAKPKV VKPK...... .....KAAPK KK 
H1d_h KVKTP.QPKK AAKSPAKAKA PKPKAAKPKS GKPKVT.... ..KAKKAAPK KK 
H1e_h KAKAA.KPKK APKSPAKAKA VKPKAAKPKT AKPKA.AKP. ....KKAAAK KK 
      * *     **   **    *   * ** *     * *            *     ** 
Figura 22. Comparación entre los subtipos H1a, b, c, d, e de la histona H1 de ratón (m) y humano (h). En rojo 
se muestran los sitios de fosforilación in vivo encontrados en humanos. Asterisco (*), aminoácido conservado 
en todas las secuencias analizadas. En negrita los motivos del tipo (S/T)-P-X-Z96, 199, 200.  
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Se encontraron 7 sitios de fosforilación que no comparten esta secuencia consenso96, 199, 200, 

dos de los cuales podrían ser fosforilados por la proteína quinasa A, ya que son secuencias 

del tipo R-X-X-S y R-X-S. El péptido KARKSAGAAKR del dominio N-terminal de la H1e 

se encontró fosforilado en la serina 26 y metilado en la lisina 29, lo que abre la discusión 

sobre la posibilidad de la existencia de algún tipo de señal combinada entre las dos 

modificaciones199.  

Las histonas H1º y H1t difieren bastante de las H1 somáticas. Las secuencias de H1º de 

humano y ratón son muy parecidas y se conservan los motivos de fosforilación (S/T)-P-X-Z 

(Fig. 23A). En la H1t la homología de secuencia entre las dos especies es menor e incluso se 

pierde uno los motivos de fosforilación en humanos (Fig. 23B).  

A. 
H1º_m TENSTSAPAA KPKRAKASKK STDHPKYSDM IVAAIQAEKN RAGSSRQSIQ KYIKSHYKVG 
H1º_h TENSTSAPAA KPKRAKASKK STDHPKYSDM IVAAIQAEKN RAGSSRQSIQ KYIKSHYKVG 
      ********** ********** ********** ********** ********** ********** 
 
H1º_m ENADSQIKLS IKRLVTTGVL KQTKGVGASG SFRLAKGDEP KRSVAFKKTK KEVKKVATPK 
H1º_h ENADSQIKLS IKRLVTTGVL KQTKGVGASG SFRLAKSDEP KKSVAFKKTK KEIKKVATPK 
      ********** ********** ********** ********** * ******** ** ******* 
 
H1º_m KAAKPKKAAS KAPSKKPKAT PVKKAKKKPA ATPKKAKKPK VVKVKPVKAS KPKKAKTVKP 
H1º_h KASKPKKAAS KAPTKKPKAT PVKKAKKKLA ATPKKAKKPK TVKAKPVKAS KPKKAKPVKP 
      ** ******* *** ****** ******** * **********  ** ****** ****** *** 
 
H1º_m KAKSSAKRAS KKK 
H1º_h KAKSSAKRAG KKK 
      *********  *** 

B. 
H1t_m SETAPAASST LVPAPVEEKP SSKRRGKKPG ..LAPARKPR GFSVSKLIPE ALSTSQERAG 
H1t_h SETVPAASAS AGVAAMEKLP .TKKRGRKPA GLISASRKVP NLSVSKLITE ALSVSQERVG 
      *** ****      *  *  *   *  * **        **     ****** * *** **** * 
 
H1t_m MSLAALKKAL AAAGYDVEKN NSRIKLALKR LVNKGVLVQT KGTGASGSFK LSKKAASGND 
H1t_h MSLVALKKAL AAAGYDVEKN NSRIKLSLKS LVNKGILVQT RGTGASGSFK LSKKVIPKST 
      *** ****** ********** ****** **  ***** ****  ********* ****  
 
H1t_m KGKGKKSASA KAKKMGLPRA SRSPKSSKT. KAVKKPKATP TKASGSGRKT KGAKGVQQRK 
H1t_h RSKAKKSVSA KTKKLVLSRD SKSPKTAKTN KRAKKPRATT PKTVRSGRKA KGAKGKQQQK 
        * *** ** * **  * *  * ***  **  *  *** **       ****  ***** ** * 
 
H1t_m SPAKARAANP NSGKAKMVMQ .KTDLRKAAG RK 
H1t_h SPVKARAS.. ...KSKLTQH HEVNVRKATS KK 
      ** ****       * *          ***    *  
 
Figura 23. Comparación de las secuencias de H1º y H1t de humanos y ratón. A, H1º. B, H1t. En rojo se 
muestran los sitios de fosforilación in vivo encontrados en humanos. Asterisco (*), aminoácido conservado en 
todas las secuencias analizadas. En negrita los motivos del tipo (S/T)-P-X-Z 96 
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De estos subtipos casi no hay información sobre la fosforilación in vivo. Hasta ahora se la 

encontrado la H1º fosforilada en S5, diana no fosforilada por la CDKs. También se ha 

encontrado fosforilada la H1x en S3196. 

El enzima responsable del alto grado de fosforilación de la H1 en mitosis fue descrita por 

Lake y Salzman225. Esta enzima se denominó H1-quinasa asociada al crecimiento y se 

encontró en muchos tipos de células en división. El enzima era independiente de cAMP y 

tenía homología de secuencia con la primera quinasa dependiente de ciclina que se 

identificó, p34CDC2, en levaduras. La fosforilación específica de mitosis está localizada en la 

secuencia SET del N-terminal, distinta de la secuencia consenso que fosforilan las CDKs, 

pero que al parecer también es fosforilada por las quinasas dependientes de ciclinas. Se 

fosforilan los residuos de serina y de treonina. La fosforilación de la secuencia SET es la 

última que ocurre en la H1 durante el ciclo celular. Se ha apuntado que dicha modificación 

podría tener un papel activo en la mitosis o en la modulación de otras proteínas o factores 

involucrados en la condensación de la cromatina226. De ser así, la modificación de estos dos 

sitios en otra etapa del ciclo celular podría ser responsable de la catástrofe mitótica 

observada en condiciones que propician la hiperfosforilación de la H1 durante la interfase223.  

La histona H1 es sustrato tanto de la CDK2 como de la cdc2. Estudios in vitro han mostrado 

que tanto la CDK2 como la cdc2 son capaces de fosforilar todos los sitios del tipo (S/T)-P-

X-Z y el sitio específico de mitosis. Esto demuestra que el nivel de fosforilación durante el 

ciclo celular no se debe a la especificidad de la quinasa. Una posible hipótesis apunta a que 

la extensión de la fosforilación en cada etapa está asociada a la exposición de los sitios de 

fosforilación. Ello conlleva que la estructura de la H1 en la cromatina difiera durante las 

etapas del ciclo celular y que esté involucrada en la determinación de los sitios de 

fosforilación. No obstante, la accesibilidad de los sitios de fosforilación podría estar también 

relacionada con otros factores dependientes del ciclo celular, la modificación 

postraduccional de las histonas del core o de otras proteínas no histonas226. 

Recientemente, Lindner y col.219 han encontrado que la fosforilación durante la interfase 

solamente ocurre en los residuos de serina, mientras que la treonina se fosforila durante la 

mitosis. Un estudio más exhaustivo sobre la H1b mostró que la primera fosforilación era 

casi siempre en S17, ubicada en el N-terminal, seguida de S172 y finalizaba con la 

fosforilación de la S188. Durante la mitosis este subtipo llega a estar pentafosforilado, 
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supuestamente por la fosforilación de la treonina en los dos sitios consenso restantes. Sin 

embargo, las formas pentafosforiladas encontradas contenían fosfatos en T10, sitio de 

secuencia no consenso (Fig. 22) y uno de los dos sitios consenso restantes T137 y T154. La 

fosforilación de la T10 recuerda el caso de la fosforilación de S10 de la H3 discutido 

anteriormente, pero cualquier otro tipo de relación está por demostrar. 

La histona H1b y su fosforilación podrían estar involucradas en el mantenimiento de la 

heterocromatina227.  La proteína de heterocromatina 1α (HP1α) se asocia de forma específica 

con la heterocromatina. Se piensa que el reclutamiento de HP1α y el establecimiento de 

dominios silenciados está determinado por la interacción del dominio N-terminal de la H1Pα 

con la H3 metilada en la lisina 9 y de la región de bisagra con el DNA y la H1 no 

fosforilada. La fosforilación de la H1 provocaría una ruptura de la interacción, permitiendo 

la relajación necesaria de la cromatina para el proceso de replicación228. 

En la H1 también encontramos fosforilación dependiente de cAMP10 en sitios cercanos al 

dominio globular o en el inicio del dominio globular. Se ha encontrado en el hígado en 

regeneración, pero está ausente en la interfase y en células bloqueadas en mitosis226.  

La fosforilación de la histona H1 está presente en organismos sencillos como Tetrahymena 

thermophila229, 230, 231 . Este protozoo tiene dos núcleos, el macronúcleo que se divide de 

forma amitótica y el micronúcleo que se divide por mitosis.  

En el micronúcleo encontramos la proteína quinasa A (PKA), que es dependiente de cAMP. 

En cada uno de los polipéptidos correspondientes a la H1: α, β, γ, y δ, encontramos dianas 

para la PKA y se han detectado dos sitios fosforilados in vivo en el polipéptido δ, RKNS y 

KSSV. En ninguno de estos polipéptidos se encuentran dianas para la quinasa cdc2229. 

El macronúcleo, además de dividirse de forma amitótica, es transcripcionalmente activo. La 

H1 del macronúcleo tiene composición aminoacídica parecida a la de metazoos, pero carece 

de dominio globular. También presenta solubilidad en ácidos y su gen es de copia única. La 

histona H1 se encuentra altamente fosforilada en la interfase al contrario de muchos otros 

organismos. El macronúcleo se divide sin condensación de los cromosomas, lo que sugiere 

que la fosforilación de la H1 esté relacionada solamente con la regulación transcripcional. 

En un fragmento de 20 aminoácidos se han encontrado 5 sitios de fosforilación, tres de ellos 

correspondientes a la diana consenso de la cdc2, dos sitios con secuencia TPVK y un motivo 

TPTK. Los dos sitios de fosforilación restantes, encontrados en la secuencia 
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AASASTTPVK, donde se pueden fosforilar las dos serinas, no guardan parecido con 

ninguna secuencia consenso de las quinasas conocidas y su fosforilación solamente ocurre 

cuando el sitio consenso adyacente ha sido fosforilado por cdc2.  A pesar de la importancia 

que pudiera tener la fosforilación de la histona H1, la mutación de los 5 sitios no afecta la 

viabilidad de Tetrahymena thermophila230. 

La fosforilación de la histona H1 de macronúcleo juega un papel importante en la regulación 

de la expresión génica durante la transición entre células en crecimiento y en condiciones 

limitantes de nutrientes231 (Fig. 24).  

 
Figura 24. Papel de la fosforilación de la H1 en la transición entre células en crecimiento y células en 
condiciones limitantes de nutrientes231. 
 
Cuando a células en crecimiento se les suprimen los nutrientes la respuesta inicial es la 

inducción de la actividad H1-fosfatasa que desfosforila la H1. La desfosforilación de la H1 

tiene dos efectos. Primero, inhibe la expresión del gen de cdc2, que acelera la transición a 

condiciones de no crecimiento, lo que conlleva a la detención del ciclo celular.  El segundo 

efecto consiste en la inducción de la expresión de genes específicos, entre los que se 

encuentran proteasas y otros genes necesarios para mantener la viabilidad y/o preparar la 
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conjugación (Fig. 24A). Cuando las células vuelven a disponer de nutrientes, una reducción 

de la actividad fosfatasa revertiría los efectos descritos (Fig. 24B). 

La histona H1 en el núcleo celular. 

Las histonas H1 tienen gran variedad de funciones en la célula, entre las que se encuentran, 

la formación de la superestructura de la cromatina2,232, la estabilización de hasta dos vueltas 

de DNA nucleosomal alrededor del octámero por la interacción con el DNA en la entrada y 

la salida del nucleosoma233, la regulación transcripcional y la participación en otros procesos 

celulares. Sin embargo, su posición exacta en el cromatosoma y su papel en la regulación 

transcripcional de la expresión génica, todavía no se han establecido. 

Inicialmente se pensaba que las H1 eran represores generales de la transcripción91. Los 

estudios in vitro apuntaban a que H1 era un represor transcripcional y que algunos factores 

de transcripción actuaban como antirepresores. En otros estudios se ha descrito una acción 

más específica de la H1 sobre determinados genes que puede implicar tanto la represión 

como la activación de la transcripción, lo que sugiere un papel mucho más complejo para la 

H1.  

La modificación de la estructura de orden superior de la cromatina ocasionada por la unión 

preferencial de la H1 a regiones SAR y su participación en el posicionamiento de los 

nucleosomas, podrían intervenir en la regulación de la transcripción234. La modulación de la 

expresión por la H1 puede deberse también a la modificación de la accesibilidad de 

secuencias promotoras o de secuencias potenciadoras a los factores de transcripción.  

La estructura de la cromatina y su actividad transcripcional están estrechamente 

relacionadas. La compactación del DNA en la fibra de cromatina presenta una barrera para 

la maquinaria transcripcional. En muchos promotores o enhancers los sitios de unión para 

los factores de transcripción se encuentran ocultos en la estructura nucleosomal. A pesar de 

que algunos factores son capaces de unirse al DNA enrollado en los nucleosomas, no parece 

ser la situación más común235. Es posible que el nucleosoma se elimine para permitir la 

iniciación de la transcripción, pero en la mayoría de los casos el nucleosoma permanece en 

su sitio, aunque alterado, permitiendo el acceso de los factores de transcripción236. 

Un mecanismo sencillo para permitir el acceso a la maquinaria de transcripción consiste en 

el desenrrollamiento parcial del DNA alrededor del core nucleosomal. Este fenómeno parece 
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ser espontáneo en la cromatina sin H1237. Por tanto la unión de la H1 puede verse como una 

puerta que estaría cerrada cuando la proteína está unida y abierta a la invasión del 

nucleosoma por otros factores proteicos cuando la H1 es desplazada. Dependiendo de la 

naturaleza del factor proteico que se una podríamos tener la activación o la represión de la 

transcripción236.  

Hay proteínas que se unen directamente a la H1 como es el caso de la nucleolina que induce 

la descondensación de la cromatina al unirse a la H1238 o la protimosina α que es una 

proteína acídica nuclear al parecer involucrada en la proliferación celular239. 

La proteína MeCP2 es capaz de desplazar la H1 del DNA con motivos CpG metilados 

ocasionando una represión de la transcripción. Esta proteína, además, recluta una 

desacetilasa que desacetila las histonas internas, induciendo la condensación de la cromatina 

asociada a la metilación240, 241. También, como comentamos anteriormente, la 

sobreexpresión de la H1º en fibroblastos de ratón tiene un efecto represor en los genes de 

ciclofilina, GAPDH y actina, todos transcritos por la RNA polimerasa II91. 

El desplazamiento de la H1 de sitios concretos en el DNA puede resultar en la activación 

transcripcional. El factor de transcripción HNF-3 de hígado desplaza la H1 y estimula la 

transcripción de la albúmina242. Lo mismo ocurre con la unión del UBF (Upstream binding 

factor) que desplaza la H1 de un potenciador de r-DNA, ocasionando la activación de la 

transcripción243. La sobreexpresión de la H1c en fibroblastos de ratón también aumenta los 

niveles de transcrito de los genes de ciclofilina, GAPDH y actina91. 

Las modificaciones postraduccionales de las histonas internas y de la propia H1 están 

activamente implicadas en la modificación de la afinidad de la H1 por la cromatina y la 

regulación de la transcripción236. 

Se ha mencionado anteriormente que las regiones con las histonas internas acetiladas son 

pobres en H1. Algunos experimentos sugieren que la modificación de las colas de las 

histonas internas podría afectar la afinidad de la H1 facilitando la salida de la H1 adyacente 

al nucleosoma modificado244. La importancia de la acetilación en la regulación de la 

transcripción se evidencia en la presencia de acetilasas y desacetilasas asociadas a la 

maquinaria transcripcional245, 246. 
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En cambio, la poliADP-ribosilación de la H1 parece estar involucrada en mantener sin 

metilar las islas CpG en los promotores de los genes transcritos constitutivamente 

(housekeeping genes)208, 209.  

La fosforilación de la H1 se ha relacionado directamente con la expresión. Solamente la H1 

fosforilada puede ser despalzada del promotor MMTV (mouse mammary tumor virus) por la 

acción del receptor de glucocorticoides. La exposición prolongada a glucocorticoides 

provoca la desfosforilación de la H1 y lleva el promotor en cuestión a un estado 

refractario247. 

El promotor MMTV es un sistema conveniente para estudiar los cambios de expresión 

asociados a la remodelación de la cromatina porque el posicionamiento de los nucleosomas 

está estudiado y además es modulable mediante la adición de hormonas248. El MMTV, está 

organizado en 6 nucleosomas regularmente posicionados. En la región ocupada por el 

segundo nucleosoma se encuentra el elemento de respuesta a hormonas (HRE) y sitios de 

unión para el factor de transcripción NF1 y el factor de transcripción de octámero 1 (octamer 

transcription factor, OTF1)249. 

Un posible modelo para la inducción del MMTV sugiere que la unión de la hormona al HRE 

permite el reclutamiento de la CDK2 que fosforila la H1, lo que origina su salida de la 

región del promotor. La pérdida de la H1, permitiría la entrada del complejo de 

remodelación de la cromatina hSWI/SNF y de los factores de transcripción250. 

La regulación de la actividad del promotor MMTV, al menos en respuesta a la 

dexametasona en células de ratón, parece estar relacionada con un subtipo concreto de 

histona H1, la H1d248.  

A pesar del efecto inductor de la expresión asociado a la fosforilación de la H1, durante la 

mitosis, la acción coordinada de los altos niveles de fosforilación de las histonas H1 y H3 

promueve la formación de cromatina altamente condensada donde no es posible la 

transcripción del MMTV251. 

Por tanto, a partir de los datos anteriores se infiere la posición de la H1 en una red 

complicada de interacciones moleculares que modifican la expresión génica (Fig. 25). 

Las distintas modificaciones postraduccionales de las histonas internas actúan de forma 

secuencial o en combinación para regular la estructura de la cromatina, activando o 

reprimiendo la transcripción. Este conjunto de señales se conoce como el código de las 
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histonas. El papel de las modificaciones postraduccionales en la H1 y su acción coordinada 

con las histonas internas hace pensar que la H1 también podría incluirse en este mecanismo 

de regulación epigenética. 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

Figura 25. Interacciones que afectan la unión de la H1 a la cromatina. Adaptada de Zlatanova y col236.  

Otros efectos de la fosforilación de la histona H1. 
La fosforilación de la histona H1 también se ha relacionado con algunos procesos nucleares 

como la remodelación de la cromatina dependiente de ATP252, la ligación253, la 

diferenciación celular254 y, posiblemente, la apotosis255.  

La H1 fosforilada afecta la actividad de los complejos de remodelación de la cromatina 

dependientes de ATP. Estos complejos juegan un papel fundamental en la regulación de la 

transcripción, el desarrollo, la reparación del DNA y la regulación del ciclo celular. La 

incorporación de la histona H1 a un polinucleosoma formado por 11 repeticiones de la 

secuencia posicionante del rDNA 5S, ocasiona la inhibición de varios complejos de 

remodelación de la cromatina dependientes de ATP: ySWI/SNF, hSWI/SNF, xMi-2 y 

xACF. La fosforilación de la histona H1 por cdc2/ciclina B restaura la actividad de los 

complejos de remodelación, sugiriendo un control global de la histona H1 sobre la 

remodelación de la cromatina y la necesidad del acoplamiento entre actividad de las 

quinasas de H1 y los enzimas de remodelado dependientes de ATP252. Esta acción 

coordinada ya se ha comentado anteriormente en el MMTV250.  
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La histona H1 fosforilada participa en la ligación de extremos de doble cadena no 

homólogos. Este tipo de ligación in vivo requiere de la presencia de DNA-PK (proteína 

quinasa dependiente de DNA) y LX (DNA ligasa). La actividad de LX se reduce 

sustancialmente in vitro por la adición de la histona H1. Cuando se añade la DNA-PK, que 

cataliza la fosforilación de la H1, la actividad de LX se recupera. Esto sugiere que in vivo la 

DNA-PK pudiera fosforilar la histona H1 en la vecindad de los sitios de corte en el DNA, 

ocasionando la salida de la H1 y permitiendo la ligación de los extremos de doble cadena 

por LX253. 

La diferenciación terminal de la mayoría de los tipos celulares está asociada a cambios 

estructurales significativos en la conformación de la cromatina, aunque no está claro si esos 

cambios son la causa o el efecto de los múltiples procesos que contribuyen al 

establecimiento de un fenotipo diferenciado. La desfosforilación de la histona H1 se puede 

relacionar con la diferenciación celular254.  

Las células de leucemia eritrocítica de ratón (MEL) constituyen un sistema modelo para  el 

estudio de la diferenciación celular terminal256. En las células MEL, al avanzar el proceso de 

diferenciación hay una pérdida progresiva de la actividad CDK, que conlleva la acumulación 

de H1 desfosforilada y la restricción de la flexibilidad de la cromatina. 

La expresión de la H1º cambia considerablemente durante la diferenciación en las células 

MEL. Unido a ello hay un cambio en sus propiedades de unión a la cromatina entre las 48-

60 h después de la inducción de la diferenciación254. Este cambio ocurre una vez las células 

están comprometidas en el proceso de diferenciación, pero antes de la parada del ciclo 

celular en G0 o la expresión abierta de los genes específicos de eritrocito, lo que sugiere que 

este proceso podría contribuir a la finalización del proceso de diferenciación. Esta 

conclusión se apoya en que tanto el bloqueo de la pérdida de la actividad CDK257, 258, como 

la adición de pequeñas cantidades de H1º fosforilada bloquean la diferenciación254, lo que 

implica un efecto dominante de la H1º fosforilada en relación con la no fosforilada. Al 

parecer la fosforilación reduce la afinidad de la H1 por la cromatina, pero no su liberación 

inmediata. Por lo tanto, el efecto de la  fosforilación podría estar relacionado con cambios 

estructurales globales de la cromatina, mientras la H1 permanece unida a ella254. 

Se ha encontrado que durante las fases S y M del ciclo celular, la histona H1 fosforilada es 

translocada al citoplasma259.  En enfermedades neurodegenerativas como el Alzheimer y el 
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Parkinson se ha encontrado una activación de la CDK5, una quinasa dependiente de ciclinas, 

parecida  a la cdc2. Esta proteína es capaz de fosforilar la histona H1 en el cerebro260. El 

aumento de la fosforilación de la H1 mediado por la CDK5 podría explicar el incremento de 

la H1 citoplasmática que se ha encontrado en neuronas y astrocitos afectados por Alzheimer 

y Parkinson261.  

La histona H1 citoplasmática interacciona preferentemente con las proteínas αβ-amiloide y 

con la α-synucleina en forma amiloide. Estas proteínas son las principales responsables del 

Alzheimer y el Parkinson respectivamente. La H1 se ha encontrado asociada in vivo a las 

placas amiloides y a las fibras amiloides intracelulares. La fosforilación anormal de la H1 y 

el cambio en el patrón de localización intracelular podrían explicar la entrada en ciclo 

celular de las neuronas en enfermos de Alzheimer y Parkinson, así como la activación de la 

apoptosis. La inhibición de la interacción entre la H1 y las proteínas amiloides podría 

impedir estos eventos y por tanto podría constituir una diana terapéutica en el tratamiento de 

estas enfermedades neurodegenerativas261.  

La histona H1 y el sistema inmune. 
A pesar del papel esencial en el núcleo, la histona H1 también tiene funciones fuera de la 

envoltura nuclear. En la última década se han acumulado evidencias de este hecho, que sitúa 

a las histonas como componentes del sistema inmune innato y en el punto de mira de 

terapias contra el cáncer, infección microbiana o enfermedades autoinmunes262 (Fig 26). 

La H1c juega un papel esecial en la inducción de la apoptosis al migrar del núcleo a la 

mitocondria. Esta migración es dependiente de p53 y forma parte del complejo Bak que 

promueve la liberación de citocromo c. Hay otros dos subtipos capaces de mediar esta 

función, la H1a y la H1b, aunque de forma menos efectiva263, 262. Una característica 

importante es que al parecer las histonas H1 liberadas durante la apoptosis tienen reducido 

su grado de fosforilación a mono fosforiladas o no fosforiladas195.  

Durante la apoptosis aumenta la exposición en la superficie celular de histonas e incluso 

nucleosomas. La liberación de contenido nuclear da pie a la hipótesis de algunos autores que 

sostienen que el fallo de la limpieza de los restos de las células muertas o la ruptura de las 

estructuras expuestas en la superficie celular pueden llevar al desarrollo de enfermedades 

autoinmunes. Algunos resultados sustentan esta hipótesis, como es el hecho de que los 

anticuerpos antinucleares aparezcan junto con los anticuerpos antifosfolípidos, años antes 
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del desarrollo del lupus eritematoso (SLE) y mucho antes de la aparición de los anticuerpos 

anti-DNA262. 

 
Figura 26. Papel de la histona H1 en el sistema inmune262. 

  

En los pacientes de SLE es muy frecuente la presencia de anticuerpos contra el C-terminal 

de la histona H1264. Estos anticuerpos son considerados un marcador altamente específico 

del avance de la enfermedad265. En un estudio realizado con 9 pacientes de SLE se encontró 

que los subtipos de la H1 no eran reconocidos todos por igual. De los 9 sueros analizados, 

todos reconocían la H1c, principal subtipo involucrado en la inducción de la apoptosis, y 7 

reconocían la H1b266. 
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El desarrollo de anticuerpos contra el C-terminal de la histona H1 también se observa en 

aproximadamente el 90% de los pacientes infectados por el HIV267. Es de destacar que al 

menos 3 de los anticuerpos neutralizantes del HIV tienen reactividad cruzada con la histona 

H1. Esto podría explicar por qué los pacientes con SLE casi nunca contraen el HIV268. Los 

anticuerpos contra la H1 que se encuentran en los pacientes pueden ser aquellos que 

reconocen un epitopo que no es crítico para la supervivencia o que tal vez no está ni siquiera 

presente en el virus. Estudios con una línea de células T-CD4 resistentes al HIV 

demostraron que al aislar el factor de resistencia, éste coeluía con la H1b monoubiquitinada. 

El silenciamiento de este subtipo con RNA de interferencia conlleva la pérdida de la 

resistencia al virus269. 

Otro ligando de la histona H1 es la tiroglobulina. Esta proteína es secretada por las células 

epiteliales de la tiroides y se elimina del organismo mediante la acción de los macrófagos 

hepáticos (Kupffer cells). En las vesículas endocíticas del macrófago se pudo observar la 

colocalización de la tiroglobulina y la H1, lo que sugiere la implicación de esta última en la 

internalización de la tiroglobulina in vivo270.  

Una de las funciones efectoras de los macrófagos es la fagocitosis de microbios y su 

destrucción mediante la liberación intracelular de agentes antimicrobianos almacenados en 

gránulos. Al identificar tres de estas proteínas antimicrobianas de ratón (MUMP) se 

encontró que dos de ellas eran H1. Estas proteínas mostraban actividad antimicrobiana 

contra gran variedad de microorganismos, incluyendo Salmonella typhimurium, Escherichia 

coli y Staphylococcus aureus271. 

La presencia de la histona H1 en las células del sistema inmune no se limita a los 

macrófagos. Las células NK (Natural Killer Cells) reconocen y eliminan bacterias, 

protozoos, células transformadas por virus e incluso células tumorales. Al identificar una de 

las proteínas antimicrobianas típicas de este tipo celular en peces se encontró que era la H1x, 

cuya función hasta ahora no ha sido determinada. También se ha confirmado la presencia de 

H1x en macrófagos de ratón272. La histona H1 también está presente en las redes de DNA e 

histona liberadas por los neutrófilos, que actúan como barrera física para atrapar patógenos 

bacterianos y que además tienen actividad bactericida273. 

La actividad antimicrobiana de la histona H1 se manifiesta en el intestino delgado de 

mamíferos274, 275; en hígado, intestino, estómago y piel del salmón atlántico276; en bazo, 
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agallas y piel del la trucha y la perca277. La acción antimicrobiana puede estar mediada por 

la molécula entera de H1 o por fragmentos discretos y es eficaz contra bacterias Gram(+) y 

Gram(-); también actúa contra Saccaromyces cerevisiae y parásitos como el Amyloodinium 

ocellatum e incluso agentes virales como el Norovirus262.  

La implicación de la histona H1 en el sistema inmune ha traído como consecuencia su 

estudio como agente terapéutico262. La histona H1 se ha empleado como antígeno en una 

vacuna contra Leishmania278. Se utilizó un fragmento de 60 aminoácidos de la H1, 

obteniéndose  una protección parcial contra la enfermedad y una reducción importante de la 

severidad de las lesiones cutáneas279.  También es la molécula central de la terapia de la 

zona necrótica del tumor (Tumor Necrosis Therapy). Esta terapia emplea anticuerpos anti-

H1 acoplados a alguna molécula efectora como el I131. Los anticuerpos son así dirigidos a la 

zona necrótica del tumor sólido y la molécula efectora elimina las células adyacentes, 

atacando el tumor de dentro hacia fuera. Actualmente esta terapia se emplea en el 

tratamiento de tumores cerebrales280 y de pulmón281. 

Por último, los anticuerpos contra la histona H1 son candidatos a ser utilizados en el 

tratamiento para evitar el rechazo de trasplantes282. Los anticuerpos anti-H1 son el 

componente principal de los anticuerpos autoreactivos que aparecen de forma transitoria 

después de un trasplante, a las dos o tres semanas, y que contribuyen a la inhibición de la 

proliferación de las células T que causan el rechazo. 
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Objetivos. 
La histona H1 tiene una papel esencial en la estructura de la cromatina y participa en la 

regulación génica. La H1 está formada por tres dominios: el dominio N-terminal con 20-35 

residuos, el dominio globular central con 80 residuos aproximadamente y el dominio C-

terminal que contiene alrededor de 100 residuos. 

El dominio C-terminal es muy rico en lisina, prolina y alanina, y es una región muy variable 

entre los diferentes subtipos de la histona H1. Su función se relaciona con la condensación 

de la cromatina. En este dominio también se ubican la mayoría de los sitios de fosforilación, 

que constituye la modificación postraduccional más importante en la H1. En este trabajo, 

hemos estudiado la preferencia por el DNA SAR y las propiedades estructurales del dominio 

C-terminal en disolución y unido al DNA, así como los efectos estructurales de la 

fosforilación de los sitios CDK2. Los objetivos concretos han consistido en: 

 

1. Estudiar la contribución de los dominios de la histona H1 a la preferencia por el 

DNA SAR. 

2. Determinar la estructura secundaria del dominio C-terminal de la histona H1 por 

infrarrojo y dicroísmo circular en disolución acuosa,  en presencia de TFE y en los 

complejos con DNA. 

3. Determinar el efecto de la aglomeración (crowding) macromolecular en la estructura 

del dominio C-terminal de la histona H1. 

4. Determinar el efecto de la fosforilación de los motivos (S/T)-P-X-(K/R) en la 

estructura secundaria del dominio C-terminal. 
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Capítulo 1 
 

La preferencia de la histona H1 por el DNA SAR está determinada por el 

dominio C-terminal. 
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Introduction 
 
H1 linker histones are thought to be primarily responsible for the condensation of the 

nucleosome chain in the thick chromatin fibre. It is currently accepted that histone H1 could 

have a regulatory role in transcription through the modulation of chromatin higher-order 

structure. H1 has been described as a general transcriptional repressor because it contributes 

to chromatin condensation, which limits the access of the transcriptional machinery to DNA. 

Other studies indicate that H1 may regulate transcription at a more specific level, 

participating in complexes that either activate or repress specific genes1, 89, 222, 247, 283, 284, 285, 

286. Preferential binding to SARs (for scaffold-associated regions; also termed matrix-

associated regions, MARs)130 and participation in nucleosome positioning287 are other 

mechanisms by which H1 could contribute to transcriptional regulation. 

H1 has multiple isoforms. In mammals, six somatic subtypes, designated H1a-e and H1º, a 

male germ line-specific subtype, H1t, and an oocyte specific subtype, H1oo, have been 

identified80, 93, 288, 289. The subtypes differ in their timing of expression79, extent of 

phosphorylation290 and turnover rate97, 291. Analysis of the evolution of vertebrate H1 

subtypes has shown that amino acid substitution rates differ among subtypes by almost one 

order of magnitude, suggesting that each subtype has acquired a unique function78. 

Differences in DNA condensing capacity have also been demonstrated for some subtypes292, 

293, 294. 

Histone H1 has been characterized as an SAR binding protein130. SARs were identified as 

DNA sequences rich in AT base pairs (>70%) and in homopolymeric oligo(dA).oligo(dT) 

tracts (A-tracts)138 that were specifically bound by the nuclear and the metaphase scaffold. 

SARs have been proposed as DNA elements that would define the bases of chromatin loops 

in euchariotic cells138, and that could also be involved in chromosome dynamics139. In 

addition to H1, several SAR binding proteins have been identified, including topoisomerase 

II, lamin B1, nucleoline, HMG I/Y, SAT B1, SAF-A and SAF-B141, 142, 143, 295, 296, 297.  It has 

been proposed that regulated H1 dissociation or assembly with SARs is implicated in the 

regional opening or closing of chromatin loops and, consequently, contributes to 

transcriptional regulation130. The high affinity cooperative binding of H1 and other SAR-

binding proteins to SARs is determined by the presence of the A-tracts, rather than a precise 
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base sequence141, 142, 143, 151, 295, 296, 297. A-tracts have peculiar structural properties, including 

a narrower minor groove152, 153. The importance of the conformational features of the DNA 

in H1 binding is stressed by the preferential affinity of H1 for supercoiled DNA, cruciforms 

and DNA fragments with intrinsic curvature298, 299, 300. 

H1 linker histones present a tripartite structure consisting of a central globular domain 

flanked by highly basic amino- and carboxy-terminal tail-like domains301. The N- and C-

terminal domains are very different in length, the C-terminal tail comprising almost 50 % of 

the protein. The distribution of charge in the C-terminal domain is extremely uniform in 

spite of the variation in sequence of the different H1 subtypes175. The structure of the 

globular domain has been described by X-ray diffraction165 and nuclear magnetic 

resonance302, 303. It contains a three-helix bundle, which resembles the winged-helix motif 

found in some sequence-specific DNA-binding proteins, and a C-terminal β-sheet. The N- 

and C-terminal domains are largely unstructured in solution. However, they acquire a 

substantial amount of secondary structure upon interaction with DNA. Helix and turn 

elements, inducible upon interaction with the DNA, have been described in both the N- and 

C-terminal domains158, 173, 174, 186. The distinct structure of the H1 domains suggests that they 

could play specific functions in chromatin structure. The N-terminal domain could 

contribute to the binding stability of the globular domain; the globular domain is very likely 

to localise the molecule in the nucleosome; while the C-terminal domain is the main region 

of the molecule involved in chromatin condensation through binding and neutralization of 

the charge of the linker DNA. 

The tripartite structure of histone H1 raises the question of the involvement of the individual 

H1 domains in the preferential binding of the protein to SARs. Here, we identify the C-

terminal domain as the main determinant of the SAR binding properties of histone H1. We 

also show that salmine, a typical protamine that could have its evolutionary origin in histone 

H1304, also shows preferential binding to SARs. The possible significance of these findings 

in relation to H1 and SAR functions is discussed.  
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Materials and methods 

Peptides and protamine 

The peptides Ac-EKTPVKKKARKAAGGAKRKTSG-NH2 (NE-1) and Ac-

TENSTSAPAAKPKRAKASKK-NH2 (NH-1) were synthesized by standard methods (NE-1 

by Neosystem Laboratoire, Strasbourg, France, and NH-1 by DiverDrugs, Barcelona, Spain. 

Peptide homogeneity was determined by HPLC on Kromasil C8 . The peptide composition 

was confirmed by amino acid analysis and the molecular mass was checked by mass 

spectrometry. The sequence of NE-1 corresponds to residues 15 to 36 at the N-terminus of 

mouse H1e and that of NH-1 to residues 1 to 20 of mouse H1º. 

Protamine (salmine) was from salmon (Sigma  P4005).  

Separation of histone H1 subtypes 

Nuclei were isolated from the brain of adult mice305, 306. Histone H1 was extracted with 

0.35M NaCl, following the method of García-Ramírez et al.307. The mixture of subtypes was 

digested with alkaline phosphatase to eliminate small amounts of phosphorylated forms that 

could be present. H1º was purified by gel-filtration chromatography, according to Böhm et 

al.308. The subtypes H1a-e were separated by reverse phase HPLC according to Brown et 

al.309. All subtypes were obtained as homogeneous peaks, except H1d and H1e, which 

largely overlapped. The latter subtypes were separated by acetic acid/urea gel 

electrophoresis99 and recovered by electroelution using a Biotrap camera (Schleider & 

Schuell). H1t was purified from mouse testes according to Khadake et al.293. Before being 

used in binding experiments, H1 subtypes were subjected to a cycle of 

denaturation/renaturation by stepwise dialysis from 6 M urea into, successively, 3.0 M, 1.5 

M, 0.7 M, 0.3 M and 0.0 M urea, in 0.2 M NaCl, 0.01 M phosphate buffer, pH 7. Finally, the 

proteins were dialysed against 0.14 M NaCl, 0.01 M phosphate buffer, pH 7.0. The 

concentration of protein was estimated by amino acid analysis. 

Cloning, expression and purification of the globular and C-terminal domains of 

H1 histone subtypes 

The sequences encoding the globular domains of histones H1º and H5 and the C-terminal 

domains of histones H1e, H1º and H1t were cloned and expressed. All gene fragments were 
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amplified from mouse genomic DNA by PCR. The primers were 

5´GGCCGCCCATATGTCCACGGACCACCCCAAG 3´ and 5´CTTGGATCCCTACGACCTCTTGGGCTC 

3´ for the globular domain of H1º; 5’GGCATCGCATATGTCGGCATCGCACCCCACC 3’  and 5’ 

GCCGGATCCTTAGGACCTCTTGGCC 3’ for the globular domain of H5; 

5´CCACCATGGATGAGCCTAAAAGGTC 3´ and 5´GGAGATCTCTTCTTCTTGCTGGCCCTCT 3´ for 

the C-terminal domain of H1º; 5´AAACCATGGCTGCTTCCGGTGAGGCTAA 3´ and 

5´ACAGATCTCTTTTTCTTGGCTGCGGTTTT 3´ for the C-terminal domain of H1e; and 

5´GTACCATGGCGGCTTCAGGGAACGAC 3´ and 5´ACGGATCCCTTCCTCCCTGCTGCCTTCCT 3´ 

for the C-terminal domain of H1t. The amplification products of H1º and H5 globular 

domains were cloned in the pET11b vector (Novagen), using NdeI and BamHI restriction 

sites to yield the expression vectors pGH1º and pGH5, respectively. The C-terminal domains 

were cloned in the pQE-60 vector (Qiagen) using the NcoI and BglII restriction sites to yield 

the expression vectors pCTH1º, pCTH1e and pCTH1t.  

The recombinant plasmids pGH1º and pGH5 were transformed into E. coli BL21(DE3). 

Cells were grown to an OD600 of 0.8 and then induced with 1 mM IPTG, allowing 

expression to proceed for 4 hours at 37ºC. Cells were then harvested and stored at –80 ºC. 

The protein was purified according to the protocol described for the globular domain of 

chicken histone H5168. 

The expression vectors pCTH1º, pCTH1e and pCTH1t were transformed into E. coli M15 

(Qiagen). Cells were grown and induced as previously described for pGH1º and pGH5. 

Cells were lysed in lysis buffer (0.05 M NaH2PO4, 0.75 M NaCl, 0.02 M imidazol) plus 4 

M guanidine hydrochloride, pH 8.0 for 15 min at room temperature. Guanidine 

hydrochloride was found to be necessary to avoid degradation and aggregation of the 

expressed protein. The extract was centrifuged at 20,000 × g for 25 minutes. The 

supernatants were loaded on a HiTrap chelating HP column (Amersham Biosciences) 

equilibrated with lysis buffer. The column was then washed in three steps with lysis buffer 

containing increasing amounts of imidazol: 40, 60 and 80 mM. Finally, the proteins were 

eluted with 250 mM imidazol in lysis buffer and desalted by gel filtration through Sephadex 

G-25 (Amersham Biosciences). 
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Preparation of DNA fragments  

An SAR fragment of 657 bp from the histone cluster of Drosophila melanogaster was 

obtained by digestion of p1314130  with KpnI and BamHI. Another DNA fragment, of 587 

bp, was excised from pUC19 by digestion with HaeIII. Both inserts were separated on 

agarose gels and electroeluted using a Biotrap camera (Schleider & Schuell). The 587 bp 

pUC19 fragment was extended from both ends to obtain a fragment of 763 bp. The long 

fragment was obtained by PCR on pUC19 using the primers 

5’GCGGTTAGCTCCTTCGGTCCTC 3’ and 5’ CACCCGCTGACGCGCCCTGACG 3’. An AT-rich 

sequence (75% AT) was prepared by polymerisation of the 5’-phosphorylated oligomer  

5’CTATGATATATAGATAGTTAATGTAATATGATATAGATATAGGGATCC 3’, annealed with a 

complementary sequence that left five overhanging nucleotides. The annealed DNA was 

ligated overnight at 16ºC with T4-ligase (Roche). The products of the ligation reaction were 

separated on agarose gels. Fragments ranging in size from about 500 bp to 5000 bp were 

electroeluted using a Biotrap camera (Scheider & Schuell).  

Binding assays  

Binding experiments were performed by mixing equivalent amounts of SAR and pUC19 

fragments with the proteins at different ratios. Binding conditions were 0.01 M phosphate 

buffer, pH 7.0, 5% glycerol and either 0.07 or 0.14 M NaCl. After 1 h of incubation at 37 ºC, 

the mixtures were centrifuged at 14,000 × g for 10 min. The pellets and the supernatants 

were digested with proteinase K at 37ºC overnight and the DNA was purified by phenol-

chlorophorm extraction. The proportions of the SAR and pUC19 fragments in the complex 

and the supernatant were analysed by electrophoresis on 2% agarose (Metaphor) gels.  

In some experiments, histone H1 C-terminal domain and protamine binding was performed 

in the presence of the DNA-binding drug distamycin A (Sigma). The DNA was 

preincubated with the drug for 30 min at 37ºC before adding the proteins. The mixture was 

then incubated for 90 min at 37ºC, as described. 
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Results 

All histone subtypes are SAR binding proteins 

The specific interaction of H1 with SARs was originally established for the SAR of the 

Drosophila histone-gene cluster, using total H1 from rat liver and DNA fragments from 

pBR322 as competitors130. The H1 complement from rat liver is dominated by the subtypes 

H1e and H1c, while H1a, b, d and H1º are either present in low amounts or absent. In order 

to determine whether the six mammalian somatic subtypes, H1a-e and H1º and the more 

divergent male germ line-specific subtype, H1t, are all SAR-binding proteins, we performed 

binding experiments with the minimal 657 bp SAR (75% AT) derived from the Drosophila 

histone-gene cluster and each of the purified subtypes. An HaeIII/HaeIII fragment of similar 

length from pUC19 (587 bp, 56% AT) was used as a competitor. The experiments consisted 

of mixing approximately equal amounts of the SAR and the pUC19 fragments with a limited 

amount of one of the subtypes. The experiments were performed at physiological salt 

concentration (0.14 M NaCl), where at subsaturating protein concentrations fast-sedimenting 

fully-complexed DNA molecules co-exist with free DNA310. Analysis of the DNA in the 

soluble and insoluble fractions showed that under conditions of limited protein, H1 bound 

first to the SAR whilst the pUC19 fragment remained in the supernatant (Fig. 27, lanes 2-

15).  

 

SAR

r (w/w)
    I     P    S    P    S    P    S    P    S    P    S    P    S    P    S    P    S

  H1a       H1b       H1c     H1d      H1e      H1º       H1t       H1b 

  0.29      0.16      0.22      0.2       0.17      0.36      0.21     0.62

   1     2     3    4    5     6    7    8     9   10   11   12  13  14   15  16   17 

 
Figure 27. Preferential binding of histone H1 subtypes to the Drosophila SAR. The subtypes H1a-e, H1º and 
H1t (lanes 2-15) show preferential binding to the SAR fragment compared with the pUC19 fragment. Once the 
SAR fragment is saturated, H1 binds to pUC19 (lanes 16 and 17). The subtype is indicated above. The protein 
/DNA ratio (w/w) is indicated. I, input mixture of the SAR and pUC19 fragments; P, pellet; S, supernatant. 
 

The pUC19 appeared in the pellet only when the SAR was saturated, and was thus absent 

from the supernatants, which occurred, starting with a 1:1 mixture of SAR and pUC19, at a 

protein/(SAR+pUC19) weight ratio higher than 0.5 (Fig. 27, lanes 16 and 17). Above a 
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weight ratio of 1.0, all DNA was saturated and further added protein was found as free 

protein in the supernatants. As shown in Figure 27, all subtypes, including H1º and H1t, 

showed strong cooperative binding to the SAR fragment. 

The preferential binding of histone H1 is determined by its C-terminal domain 

To establish the contribution of the C-terminal domain to the SAR binding character of the 

entire H1 molecule, we performed experiments similar to those described for the entire H1 

molecule, using the purified recombinant C-terminal domains of subtypes H1e, H1º and H1t 

in physiological salt. As with the entire molecule, in competition experiments the C-terminal 

domains bound first to the SAR fragment, and only when it was saturated did they bind to 

the pUC19 fragment, which occurred, starting with a 1:1 mixture of SAR and pUC19, at a 

protein/(SAR+pUC19) weight ratio of about 0.3 (Fig. 28).  
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Figure 28. Preferential binding of the histone H1 C-terminal domain to the SAR fragment. (A) C-terminal 
domain of H1º (CH1º); (B) C-terminal domain of H1e (CH1e); (C), (D) and (E) C-terminal domain of H1t 
(CH1t). DNA fragments are indicated: SAR (SAR fragment of 657 bp), pUC19 (pUC19 fragment of 587 bp), 
epUC19 (extended pUC19 fragment of 763 bp). The concentration of NaCl is indicated in parenthesis. The 
protein/DNA ratio (w/w) is indicated. I, input mixture of the fragments; P, pellet; S, supernatant. 
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The preferential binding of the C-terminal domain to the SAR was maintained in 70 mM 

NaCl, although under these conditions the binding was slightly less cooperative, as indicated 

by the presence of a faint pUC19 band in the pellet, coexisting with a similarly faint band of 

SAR in the supernatant (Fig. 28D). In spite of the large sequence divergence between the C-

terminal domains of H1e, H1º and H1t, all showed the same strong preference for the SAR 

sequences (Fig. 29). 

A 
 H1a KKA---ESKAITTKVSVKAKA---SGA-AKKPKKTAGAAA-KKTV-KTPK  
 H1b KKAASGEAKPKA-KKTGAAKAKKPAGATPKKPKKTAGA---KKTVKKTPK  
 H1c KKAASGEAKPQA-KKAGAAKAKKPAGA-AKKPKKATGAATPKKAAKKTPK  
 H1d KKAASGEAKPKA-KKAGAAKAKKPAGA-AKKPKKATGAATPKKTAKKTPK  
 H1e KKAASGEAKPKA-KRAGAAKAKKPAGA-AKKPKKAAGTATAKKSTKKTPK  
 H1º KGDEPKRSVAF--KKTKKEVKKVATPKKAAKPKKAASKAPSKKPKATPVK  
 H1t KKAASGNDKGKG-KKSASAKAKK-MGLP-----RASR---SPKSSK--TK  
  *            *                            *      * 
 
 H1a KPKK-PAV---SKKTSKSPKKPKVV-KAKKVAKSPAKAKAVKPKASKAKV  
 H1b KAKK-PAAAG-VKKVAKSPKKAKAAAKPKKAAKSPAKPKAVKSKASKPKV  
 H1c KAKK-PAAAAVTKKVAKSPKKAKVT-KPKKV-KSAS--KAVKPKAAKPKV  
 H1d KAKK-PAAAAGAKKVSKSPKKVKAA-KPKKAAKSPAKAKAPKAKASKPKA  
 H1e KAKK-PAAAAGAKK-AKSPKKAKAT-KAKKAPKSPAKAKTVKPKAAKPKT  
 H1º KAKKKPAATP--KK-AKKPKVVKV--KPVKASKPK-KAKTVKPKAKSSAK  
 H1t AVKK-PKATP--TKASGSRRKTK-GAKGVQQRKSPAKARAANP---NSGK  
      ** *       *        *   *     *                 
 
 H1a TKPKTPAKP-----KKAAPKKK                              
 H1b TKPKT-AKPKAAKAKKAVSKKK                              
 H1c AKAK-----------KVAAKKK                              
 H1d SKPKAT------KAKKAAPRKK                              
 H1e SKPKA-AKP-----KKTAAKKK                              
 H1º R----------------ASKKK                              
 H1t AKMVMQKTDL-----RKAAGRK                              
                          * 
 

B 
 H1b H1c H1d H1e H1º H1t 

H1a 63.1 58.2 61.5 63.1 40.2 32.0 
H1b  67.2 74.6 72.1 36.9 34.4 
H1c   77.0 77.0 45.9 36.1 
H1d    78.7 41.0 36.1 
H1e     44.3 37.7 
H1º      27.9 
 
 
Figure 29. Sequence identity between the C-terminal domains of mouse histone H1 subtypes. (A) Alignment of 
the C-terminal domain sequences of H1a-e, H1º and H1t. Multiple alignment was performed using the 
ClustalW resource under DNASTAR. The conserved positions are indicated by an asterisk (*). (B) Percentage 
similarity table. 
 



Capítulo 1 
_________________________________________________________________________________________ 

 71

To make sure that the slightly longer size of the SAR fragment over the pUC19 fragment 

had no influence on the preference of the C-terminal domain for the SAR, we performed a 

competition experiment with an extended pUC19 fragment of 763 bp that included the 587 

bp pUC19 sequence. It can be seen in Figure 28E that the preference of the H1 C-terminal 

domain for the SAR remained unaffected.  

It has been reported that the preferential binding of histone H1 to SARs is not determined by 

its high AT content, but by the presence of abundant A-tracts.  As a control of the 

preferential binding of the H1 C-terminal domain, we have included a competition between 

the SAR and a mixture of multimers of a 50 bp sequence containing 75% AT, but lacking A-

tracts (see Materials and Methods).  The size distribution of the multimers spanned from 

about 500 bp to 5000 bp (Fig. 30A). As shown in Figure 30B, the C-terminal domain bound 

with extremely high preference to the SAR in spite of the excess and longer size of a large 

fraction of the polymerised sequence. 
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Figure 30. Preferential binding of the histone H1 C-terminal domain and protamine to the SAR in the presence 
of AT-rich DNA. The AT-rich DNA was obtained by polymerization of 50 bp sequence containing 75% AT 
and lacking A-tracts as described in Materials and Methods. (A) Analysis of the ligated DNA by 2% agarose 
gel electrophoresis; 1, DNA molecular size markers; 2, ligation reaction. The arrows indicate the limits of the 
size distribution of oligomers used in the binding experiments (from 500 bp to 5000 bp). (B) Preferential 
binding of the C-terminal domain of H1t to the SAR. (C) Preferential binding of protamine to the SAR. The 
concentration of NaCl is indicated in parenthesis. The protein/DNA ratio (w/w) is indicated. I, input mixture of 
the DNA fragments, the discrete band correponds to the SAR and the smear to the AT-rich fragments; P, 
pellet; S, supernatant. 
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In the study of the interaction of the N-terminal domain with the SAR, we used peptides that 

had been characterized previously173, 174. One peptide corresponded to the N-terminal 

domain of H1º (residues 1-20). Another peptide comprised the basic region of the N-

terminal domain of H1e (residues 15-36). The affinity of these peptides for the DNA was 

much lower than that of the C-terminal domain, as expected from the lower number of 

positive charges involved in the interaction: 6-9 charges in the N-terminal domain compared 

with 33-46 in the C-terminal domain, depending on the subtype. Both N-terminal peptides 

precipitated the DNA, but a large excess of peptide was necessary. The N-terminal peptide 

of H1e had a moderate preference for the SAR in physiological salt (Fig. 31A). The 

preference was most apparent at protein/DNA ratios that precipitated a small amount of 

DNA, and was lost at higher protein/DNA ratios that precipitated most of the DNA. In 70 

mM NaCl, the preference for the SAR fragment was completely lost (Fig. 31B). The N-

terminal peptide of H1º did not show any preference for the SAR, either in 140 mM or in 70 

mM NaCl (Fig. 31C, D). 
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Figure 31. Binding of the N-terminal peptides and the globular domain of histone H1 to the SAR and pUC19 
fragments. (A) and (B) N-terminal peptide of H1e (NE-1); (C) and (D) N-terminal peptide of H1º (NH-1); (E) 
globular domain of H1º (GH1º); and (F) globular domain of H5 (GH5). The concentration of NaCl is indicated 
in parenthesis. The protein/DNA ratio (w/w) is indicated. I, input mixture of the SAR and pUC19 fragments; P 
pellet; S, supernatant. 
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With the globular domain, precipitation experiments could not be performed in 140 mM 

NaCl because the interaction with the DNA was too weak in this salt concentration. Binding 

experiments were carried out instead in 70 mM NaCl, where with a high enough 

protein/DNA ratio all the DNA could be precipitated. The globular domain of H1º showed 

no preference for the SAR fragment, not even at protein/DNA ratios that precipitated a small 

proportion of the DNA (Fig. 31E). The globular domain of H5, an avian subtype closely 

related to H1º, also failed to bind preferentially to the SAR (Fig. 31F).  

Protamines also bind preferentially to SARs 

Typical protamines are sperm basic proteins with an arginine content of 60% or higher. We 

used salmine in the binding experiments, a typical protamine from salmon sperm. It has 32 

residues, 21 of which are arginine. The Arg residues are mostly present in clusters of up to 6 

residues. Figure 32 shows that protamine also bound with high preference to the SAR 

fragment either in physiological salt or in 70 mM NaCl.  

              

    I     P    S    P    S    P    S
              0.2       0.25       0.3

Protamine (140mM) 

    I     P    S    P    S    P    S
              0.2       0.25       0.3

Protamine (140 mM)

SAR

SAR

r (w/w)

r (w/w)

    I     P    S    P    S    P    S
              0.2       0.25       0.3

Protamine (70 mM)

r (w/w)

SAR
 

Figure 32. Preferential binding of protamine to the SAR fragment. DNA fragments are indicated: SAR (SAR 
fragment of 657 bp), pUC19 (pUC19 fragment of 587 bp), epUC19 (extended pUC19 fragment of 763 bp). 
The concentration of NaCl is indicated in parenthesis. The protein/DNA ratio (w/w) is indicated. I, input 
mixture of the fragments; P, pellet; S, supernatant. 
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The preference is, however, not so high as displayed by the C-terminal domain, as shown by 

the presence of a small amount of competitor pUC19 in the pellets coexisting with a small 

amount of SAR in the supernatants. The preference for the SAR was maintained when the 

longer pUC19 fragment (763 bp) was used in the experiments (Fig. 32). As in the case of the 

H1 C-terminal domain, protamine also bound preferentially to the polymerised sequence 

lacking A-tracts (Fig. 30C). 

Distamycin abolishes the SAR binding character of the C-terminal domain of 

H1 and protamine 

Distamycin is an antibiotic drug with high selectivity for A-tract DNA311, 312. Binding to A-

tracts by distamycin abolishes the specific interaction of SARs with the nuclear scaffold and 

SAR binding proteins. In particular, binding of distamycin results in the suppression of 

preferential binding of histone H1 to SAR-containing DNA, leading to a redistribution of 

histone H1 between SAR and non-SAR DNA151. Distamycin has been used to confirm the 

SAR binding properties of several proteins. We examined the effect of distamycin on the 

binding of the C-terminal domain of H1 and protamine, which were shown to bind highly 

preferentially to the SAR fragment. In both cases, distamycin abolished the preferential 

binding of the proteins to the SAR (Fig. 33). The effect was so clear as to reverse the 

binding preferences, binding to pUC19 being stronger than to the SAR in the presence of 

distamycin.  
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Figure 33. Distamycin inhibits the preferential binding of the histone H1 C-terminal domain and protamine to 
the SAR fragment. (A) C-terminal domain of H1t (CH1t); (B) salmon protamine. The concentration of NaCl is 
indicated in parenthesis. The concentration of distamycin and the protein /DNA ratio (w/w) are indicated. I, 
input mixture of the SAR and pUC19 fragments; P, pellet; S, supernatant.  
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Discussion 
Histone H1 has been generically described as a SAR-binding protein. Here, we have shown 

that the highly conserved mammalian subtypes, H1a-e, and the highly divergent H1º and 

H1t are all SAR binding proteins. The C-terminal domain of histone H1 contributes to a 

large extent to the binding free energy of the entire molecule to DNA, providing the 

localized charge neutralization of the DNA necessary for the chromatin folded state178, 182, 

313. It was thus of interest to investigate whether the SAR binding character of H1 subtypes 

was a property of the C-terminal domain. We studied the C-terminal domains of subtypes 

H1e, the most abundant somatic subtype, H1º, a subtype that accumulates in quiescent cells, 

and H1t, the male germ line-specific subtype. In spite of their large sequence divergence 

(44.3% sequence identity between H1e and H1º and 27.9% between H1º and H1t; Fig. 29), 

all three C-terminal domains appear to have very strong preference for the SAR. H1e and 

H1º contain SPKK motifs, presumably contributing to SAR binding specificity; however, 

this motif is not present in H1t, which indicates that its presence is not essential to determine 

the SAR binding character of histone H1 subtypes. As shown previously for the entire 

molecule151, distamycin, a minor groove binder with high affinity for A-tracts, abolishes the 

preferential binding of the C-terminal domain to the SAR fragment. This suggests 

involvement of the DNA minor groove in the interaction with the C-terminal domain, 

although it does not exclude the possibility that the C-terminal domain also binds to the wide 

groove154. As shown by X-ray crystallography, distamycin occupies the minor groove with 

preference for narrow minor grooves152. However, distamycin may also cause subtle 

changes in the structural parameters and mecanoelastic properties of the DNA that could 

contribute to the suppression of the preferential binding of SAR-binding proteins312. 

In agreement with its reduced number of positive charges compared with the C-terminal 

domain, the N-terminal domain exhibits much weaker DNA binding, and a large excess of 

protein is necessary to precipitate the DNA. The N-terminal peptide of H1º showed no 

preference for the SAR fragment. The N-terminal domain of H1e had a moderate preference 

for the SAR fragment in physiological salt, but in 70 mM salt the binding preference was 

completely lost. With the globular domain, binding experiments had to be performed at 70 

mM NaCl, as in 140 mM the binding was too weak to observe a precipitate even with a large 

excess of protein. Under these conditions, the globular domain did not show any preference 
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for the SAR sequences over the pUC19 fragments. Given the low selectivity and weak 

binding of the N-terminal peptides and the globular domain, it is unlikely that they make a 

substantial contribution to the SAR binding character of the whole protein. It thus appears 

that the preferential binding of histone H1 to SARs is basically determined by its C-terminal 

domain. 

Phosphorylation is the main post-translational modification undergone by histone H1. Most 

phosphorylation sites are located in the C-terminal domain. Phosphorylation weakens the 

binding of H1 to DNA, and could thus facilitate SAR chromatin opening through 

cooperative H1 dissociation147, 314. The C-terminal domain could also be responsible for the 

targeting of H1 molecules to SARs. At substoichiometric concentrations, the higher affinity 

of H1 for SARs would guarantee the saturation of SAR sequences with H1 in preference to 

other sequences. 

Evolutionary evidence has recently been obtained for chordate protamines having originated 

from histone H1 through general substitution of Lys residues by Arg304. In view of the 

preferential binding of the C-terminal domain of H1 to SARs, we investigated whether such 

a property was conserved in protamines. The results show that protamine also binds to the 

SAR fragment with high specificity. Moreover, the binding preference is also determined by 

the oligo-A tracts as shown by the suppression of preferential binding to the SAR by 

distamycin. The effect is so strong as to reverse the binding preferences of protamine. This 

is indicative of minor groove recognition by protamine. The role, if any, of the preferential 

binding of protamines to SARs cannot be ascertained at this stage; however, it is possible 

that this property could lend some spatial and temporal order to the substitution of core 

histones by protamines in spermatogenesis, the SARs providing nucleation sites for the 

substitution process. 

The features that confer SAR binding specificity to a protein or protein motif have yet to be 

established. Mammalian HMGA non-histone proteins contain multiple copies of a DNA 

binding motif called “AT hook” that preferentially binds to the narrow minor groove of AT 

sequences155; the core of the AT hook is the sequence Arg-Gly-Arg. The interaction of the 

RGR element with the minor groove has been characterized by NMR spectroscopy315. No 

RGA motifs are found in either histone H1 or protamine. While histone H1 is lysine-rich, 

the core motif of AT hooks and protamine contain Arg. The C-terminal domain is an even 
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better SAR binding protein than protamine.  The choice between Arg an Lys does not 

therefore appear essential in itself in determining the SAR-binding character. Presumably, 

the interaction should as a rule involve minor groove recognition, as all SAR binding 

proteins so far described are competed by distamycin. The narrower minor groove 

associated with A-tracts would be preferred because it would give better van der Waals 

contacts between the walls of the minor groove and the ligands152. In the case of highly 

cationic ligands, such as the C-terminal domain of histone H1 and protamine, potentially 

interacting with the DNA phosphates, a narrower minor groove would also offer a more 

intense electrostatic potential along the minor groove path that could also contribute to the 

preferential binding.  
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Introduction 
H1 linker histones are thought to be primarily responsible for the condensation of the thick 

chromatin fibre. It is currently accepted that histone H1 could have a regulatory role in 

transcription through the modulation of chromatin higher-order structure. H1 has been 

described as a general transcriptional repressor because it contributes to chromatin 

condensation, which limits the access of the transcriptional machinery to DNA. However, 

H1 may regulate transcription at more specific level, participating in complexes that either 

activate or repress specific genes1, 89, 222, 247, 283, 284, 285, 286. Binding to SARs and participation 

in nucleosome positioning are other mechanisms by which H1 could contribute to 

transcriptional regulation130, 287.   

H1 has multiple isoforms. In mammals, six somatic subtypes, designated H1a-e and H1º, a 

male germline-specific subtype, H1t, and an oocyte-specific subtype, H1oo, have been 

identified80, 93, 288, 289. The subtypes differ in timing of expression79, extend of 

phosphorylation290, turnover rate97, 291, binding affinity121 and evolutionary stability78. 

Differences in DNA condensing capacity have also been demonstrated for some subtypes292, 

293, 294. 

Linker histones contain three distinct domains: a short N-terminal domain (20-35 amino 

acids), a central globular domain (~80 amino acids), consisting of a helix bundle and a β-

hairpin, and a long C-terminal domain (~100 amino acids)301. The N- and C-terminal 

domains are highly basic. The distribution of charge in the C-terminal domain is extremely 

uniform in spite of the variation in sequence in the different subtypes175.  

The C-terminal domain is the primary determinant of histone H1 binding to chromatin in 

vivo121, 182. Several studies indicate that the ability of linker histones to stabilize chromatin 

folding resides in the C-terminal domain of the protein172, 178, 316. The preferential binding of 

histone H1 to scaffold-associated regions (SARs) appears to be determined by the C-

terminal domain317. The C-terminal domain is also responsible for activation of apoptotic 

nuclease189. Knowledge of the structure of the C-terminal domain of H1 once bound to DNA 

is thus important to our understanding of H1 function.  

The N- and C-terminal domains have little defined structure in solution, although they may 

contain a considerable amount of turn like conformations in rapid equilibrium with unfolded 

states. Molecular modelling188 and induction of α-helix in the presence of secondary 
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structure stabilizers183, such as TFE and HClO4, suggest that the C-termini would acquire a 

folded conformation on binding to DNA. We have shown previously that interaction with 

DNA induces stable helix and turn structures in a 23 residue peptide from the H1º C-

terminus (CH-1, residues 99-121)158, 186. This region, adjacent to the globular domain, was 

shown to behave as a specific sub-domain in the stabilization of folded chromatin structures 

by histone H1178. Inducible helical elements were also characterized in the N-terminal 

domains of H1º and H1e173, 174. 

In the present study we have used infrared spectroscopy to study the secondary structure of 

the C-terminal domains of H1º and H1t in aqueous solution and in the complexes with DNA. 

The C-terminal domains have little structure in solution, but become fully structured upon 

interaction with DNA in physiological salt (140 mM NaCl). The secondary structure 

elements present in the complexes include α-helix, β-structure, turns and open loops. The 

study of the entire C-terminal domain has provided new information, not readily accessible 

to studies with peptides, on the variety of structural motifs present in the DNA-bound 

domain, the salt dependence and thermal stability of the folded structure and the 

conservation of the protein structure among divergent subtypes. It has also shown that the 

property of coupled binding and folding, already demonstrated for the CH-1 peptide186, is 

shared by the entire domain.  

Materials and methods 

Cloning, expression and purification of the carboxy-terminal domains of 

histone H1 subtypes  

The sequences encoding the C-terminal domains of histones H1º and H1t were cloned and 

expressed. All gene fragments were amplified from mouse genomic DNA by PCR. The 

primers were 5'GGAGATCTTTACTTCTTCTTGCTGGCCCTCT 3' and 

5'CCACCATGGATGAGCCTAAAAGGTC 3' for the C-terminal domain of H1º and 

5'GTACCATGGCGGCTTCAGGGAACGAC 3' and 5'ACGGATCCTTACTTCCTCCCTGCTGCCTTCCT 3' 

for the C-terminal domain of H1t. The amplification products were cloned in the pQE60 

vector (Qiagen) using the NcoI and BglII restriction sites to yield the expression vectors 

pCTH1º and pCTH1t. The recombinant plasmids were transformed into E. coli M15 

(Qiagen). Cells were grown to an OD600 of 0.8 and then induced with 1 mM IPTG, allowing 
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the expression to proceed for 4 h at 37ºC. Cells were lysed in 10 mM potassium phosphate 

plus 4 M guanidinium hydrochloride, for 15 min at room temperature. The extract was 

centrifuged at 20,000×g for 25 min. The supernatants were loaded on a CHT-II cartridge 

filled with ceramic hydroxyapatite type II (Bio-Rad), equilibrated with lysis buffer. The 

bound fraction, corresponding to the recombinant proteins, was eluted with 200 mM 

potassium phosphate, 4 M guanidinium hydrochloride, pH 7.0. Finally, the proteins were 

desalted by gel filtration through Sephadex G-25 (Amersham Biosciences).  

Circular dichroism spectroscopy  

Samples for CD spectroscopy were 2×10-5 M of C-terminal domain in 10 mM phosphate 

buffer, pH 7.0. Samples in aqueous solution and in 60% 2,2,2- trifluoroethanol (TFE) (v/v) 

were prepared. Spectra were obtained on a Jasco J-715 spectrometer in 1 mm cells at 20ºC. 

The results were analyzed with Standard Analysis software (JACSO) and expressed as mean 

residue molar ellipticity [θ]. The helical content was estimated from the ellipticity value at 

222 nm (θ222), according to the empirical equation of Chen et al.318:  % helical content = 100 

[θ222/-39,500 × (1-2.57/n)], where n is the number of peptide bonds. 

Infrared spectroscopy measurements 

The C-terminal domains of histone H1 were measured at 5 mg/ml in 10 mM HEPES plus 10 

mM or 140 mM NaCl. DNA-protein complexes contained 7.0 mg/ml mouse DNA and the 

appropriate amount of protein.  

Measurements were performed on a Nicolet Magna II 550 spectrometer equipped with a 

MCT detector, using a demountable liquid cell with calcium fluorine windows and 50 µm 

spacers for D2O medium and 6 µm spacers for H2O medium measurements. Typically, 1000 

scans for each background and sample were collected and the spectra were obtained with a 

nominal resolution of 2 cm-1, at 22ºC. Data treatment and band decomposition have been 

described previously319. The DNA contribution to the spectra of the complexes with the C-

terminal domain was subtracted using a DNA sample of the same concentration; the DNA 

spectrum was weighted so as to cancel the symmetric component of the phosphate vibration 

at 1087 cm-1 in the difference spectra as described in Vila et al.186. In addition, spectra of 

complexes of different protein to DNA ratio were recorded (0.4 and 0.7, w/w). The resulting 
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protein spectra were independent of the protein/DNA ratio inside the statistical error, 

indicating that the amide I region was not significantly affected by DNA spectral changes 

induced by interaction with the protein.  

For the analysis of the thermal stability of the DNA-C-H1t complexes, a tungsten-copper 

thermocouple was placed directly onto the window and the cell placed on a thermostatted 

cell mount. Thermal analyses were performed by heating continuously from 20 to 80ºC at a 

rate of 1ºC/min. Spectra were recorded using a Rapid Scan software running under OMNIC 

(Nicolet). For each degree of temperature interval, 305 interferograms were averaged, 

Fourier-transformed and ratioed against background, obtaining the spectra with a nominal 

resolution better than 2 cm-1 320. The solvent contribution was subtracted as described 

earlier321. Thermal analyses were performed only in D2O. The DNA contribution to the 

spectra at each temperature was subtracted using a DNA sample at the same temperature and 

concentration. The subtraction was weighted using the phosphate symmetric vibration at 

1087 cm-1 as described above. In the amide I' regions, the spectra of native and denatured 

mixed-sequence calf-thymus DNA were similar enough not to affect the protein difference 

spectrum. 

Results 

CD and IR spectroscopy analysis of the carboxy-terminal domain of histone 

H1 in aqueous solution and in TFE  

We have used IR spectroscopy to examine the secondary structure of the C-terminal 

domains of the histone H1 subtypes H1º (C-H1º) and H1t (C-H1t) (Figure 34) in aqueous 

(D2O) and in TFE solutions (Figure 35). Values corresponding to band position and 

percentage area are given in Table 6. 
 

H1º KGDEPKRSVAF-KKTKKEVKKVATPKKAAKPKKAASKAPSKKPKATPVKKAKKKPAATPKK-AKKP 
H1t KKAASGNDKGKGKKSASAKA-----KKMGLP--RASR--SPKSSKT--KAVKK-PKATPTKASGSG 
    *           **           **   *   **   * *   *  *  ** * *** * 
 
H1º KVVK-VKPVKASK-PKKAKTVKPKAKSSAK-----------RASKKK 
H1t RKTKGAKGVQQRKSPAKARAANP---NSGKAKMVMQKTDLRKAAGRK 
       *  * *   * * **    *    * *            *   * 
 
Figure 34. Alignment of the C-terminal domain sequences of mouse histone H1 subtypes H1º and H1t. The 
conserved positions are indicated by an asterisk (*). 
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In aqueous solution, the amide I’ of both C-H1º and C-H1t was dominated by the random 

coil at 1643 cm-1, with about 50% of total amide I’ intensity. The other main component at 

1661-1662 cm-1, with 35% of the total area in C-H1º and 29% in C-H1t, was assigned to 

turns. In previous studies with H1 peptides, the component at 1661 cm-1 was related to the 

nascent helix: turns in rapid equilibrium with the unfolded state that in the presence of 

secondary structure stabilizers are transformed into helical structure173, 186, 322. Small 

amounts of turns at 1670 cm-1 (6-9%) and extended structure (8-9%) were also present. 

                           
Figure 35. Amide I decomposition of the carboxy-terminal domain of histone H1. The left column shows the 
spectra of the C-terminal domain of histone H1º (C-H1º) and the right column the spectra of the C-terminal 
domain of histone H1t (C-H1t). The spectra were recorded in water (D2O) and in 60 % TFE solution at 20ºC. 
The buffer was 10 mM HEPES plus 10 mM NaCl, pD 7.0. The protein concentration was 5 mg/ml. 
 

In 60% TFE, C-H1º and C-H1t were extensively folded. Turns (40-38%), α-helix (23-22%) 

and β-structure (21-25%) were identified, together with a component of random coil/open 

loops (16%), which are not resolved in D2O. The fraction of turns at 1659-1660 cm-1 

represented 13% in C-H1º and 21% in C-H1t. In addition to turns, this component could 

contain a variable proportion of 310 helix323, 324, 325, in which case, the proportion of helical 

structure would increase considerably. 
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TABLE 6
Percentages of secondary structure of the carboxy-terminal domain 
of histones H1º and H1t in aqueous and TFE solutions. 

Band % Band % 
(cm-1) (cm-1)

IR spectroscopya

   Buffer
Turns 1685 1
Turns 1675 6 1674 9
Turns 1661 35 1662 29
Random coil/open loops 1644 50 1643 53
β-sheet 1634 7
Low frequency β-sheet 1624 2 1626 8

   60% TFE
Turns 1679 13 1682 7
Turns 1668 14 1672 10
Turns/310 helix 1659 13 1660 21
α-helix 1650 23 1649 22
Random coil/open loops 1639 16 1640 16
β-sheet 1629 14 1631 14
Low frequency β-sheet 1617 7 1621 11

CDb

Buffer, α-helix 2 2
60% TFE, α-helix 23 24

a  Band position (cm-1), percentage area (%) and assignment of the components 
   obtained after curve fitting of the amide I band of the C-H1º and C-H1t in aqueous 
   (D2O) and TFE solution. The values were rounded off to the nearest integer
b Percentages of α helical structure estimated by circular dichroism from the mean residue molar
  ellipticity at 222 nm as described under ¨Materials and Methods¨.

Assignment C-H1º C-H1t

 
The values of α-helix estimated by CD from the ellipticity value at 222 nm318 were similar to 

those estimated by IR for both C-H1º and C-H1t (Table 6, Figure 36). 

           
Figure 36. TFE-dependent conformational transition of the carboxy-terminal domain of histone H1 measured 
by CD. Far-UV CD spectra in water and 60% TFE in 10 mM NaCl, both in phosphate buffer 10 mM, pH 7.0 at 
20ºC. The numbers refer to the TFE concentration in percentage by volume. C-H1º, C-terminal domain of 
histone H1º; C-H1t, C-terminal domain of histone H1t. 

IR spectroscopy of the carboxy-terminal domain of histone H1 bound to DNA  

We have examined the secondary structure of the C-terminal domain of histone H1 bound to 

DNA. The spectra of the complexes were recorded both in H2O and D2O to facilitate the 

assignment of the amide I components. Deuteration has a large effect on the position of 
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some components of the amide I, while others are shifted slightly or not at all319. The 

vibrations of loops and the α-helix are only slightly affected by isotopic substitution and are 

thus found at similar positions in H2O and D2O; the α-helix at about 1652 cm-1 and loops at 

about 1643 cm-1. In contrast, deuteration has a large effect on the position of the random 

coil, so that in H2O it overlaps with the α-helix, while in D2O it overlaps with loops. 

Therefore, the α-helix could be estimated directly in D2O, while loops could be estimated 

directly in H2O. When both α-helix and loops are present in the protein structure, the 

percentage of random coil can be obtained from either the difference of the components 

around 1652 cm-1 in H2O and D2O or from the difference of the components around 1643 

cm-1 in D2O and H2O, as indicated by the expression: 

 
where cb is the percentage of the assigned amide I component band in either H2O or D2O 

and cbRC the percentage of random coil. 

Considering that the percentages of the different secondary structure elements in H2O and 

D2O should be comparable, the similarity of the percentages of random coil estimated either 

from the differences of the components around 1643 cm-1 in D2O and H2O and around 1652 

cm-1 in H2O and D2O warrants the proper assignment of the amide I components containing 

contributions of α-helix, loops and random coil. β-structure components appear 

approximately at the same frequency in D2O and H2O, while in D2O turn components are 

slightly shifted to lower frequencies. 

The complexes of the C-terminal domain with DNA were examined in 10 mM and 140 mM 

NaCl. In 10 mM NaCl, the analysis of the complexes of C-H1º with DNA in D2O and H2O 

yielded 27% of turns, 19% of α-helix, 25% of open loops, 22% of β-structure and 7% of 

random coil. The amount of random coil was calculated from the difference of the 

components around 1654 cm-1 in H2O and D2O and from the difference of the components 

around 1643 cm-1 in D2O and H2O. The values obtained were equal within 1% (Figures 37 

and 38, Table 7).  

cb 
H2O 
α-helix +RC (~1652 cm

-1
) cb 

D2O 
α-helix  (~1652 cm

-1
)- = cb

D2O
loops +RC (~1643 cm

-1
) cb

H2O
loops  (~1643 cm

-1
) - = cbRC 
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Figure 37. Amide I decomposition of the spectra of the carboxy-terminal domain of histone H1º (C-H1º) bound 
to DNA. The left column shows the spectra measured in D2O and the right column those measured in H2O. The 
salt concentration, 10 mM or 140 mM NaCl, is indicated. The reconstitution of the absorption spectra is 
indicated by dashed lines. The DNA contribution to the spectra of the complexes was subtracted as described 
in Materials and Methods. r (protein/DNA ratio = 0.7 (w/w). 
 

The representation of the different types of secondary structure in C-H1t bound to DNA was 

similar to that of C-H1º, although some small differences were observed; namely, a higher 

amount of random coil (12%), a lower amount of α-helix (15%) and open loops (14%) and a 

higher amount of β-structure (25-27%) and turns (32-34%) (Figures 37 and 38, Table 7).  

When the salt concentration was increased up to 140 mM NaCl, the DNA-bound C-terminal 

domains of both H1º and H1t underwent significant structural changes. In the first place, the 

protein became fully structured, as judged by the total absence of a random coil component. 

In C-H1º, the disappearance of the random coil was correlated with an increase of α-helix, β-

structure and turns, which reached values of 24%, 24-25% and 33-34%, respectively. A 

decrease in the percentage of open loops from 25% in 10 mM to 18 % in 140 mM was also 

observed. The increase of turns was most apparent for C-H1t, reaching 40-42%; the α–helix 

also increased up to 21%; the contributions of the remaining structural motifs did not change 

significantly (Figures 37 and 38, Table 7). As in TFE solution, the component at ~1660 cm-1 

could contain a variable proportion of 310 helix. 
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Figure 38. Amide I decomposition of the spectra of the carboxy-terminal domain of histone H1t (C-H1t) bound 
to DNA. The left column shows the spectra measured in D2O and the right column those measured in H2O. The 
salt concentration, 10 mM or 140 mM NaCl, is indicated. The reconstitution of the absorption spectra is 
indicated by dashed lines. The DNA contribution to the spectra of the complexes was subtracted as described 
in Materials and Methods. r (protein/DNA ratio = 0.7 (w/w). 
 

           

TABLE 7
Percentages  of secondary structure of the carboxy-terminal domain of histones H1º and H1t bound to DNA.
Band position (cm-1), percentage area (%) and assignment of the components obtained after curve fitting of the amide I band of the C-H1º and C-H1t bound to 
DNA in H2O and D2O and in 10 mM and 140 mM NaCl. The values were rounded off to the nearest integer.  

D2O H2O D2O H2O
Band % Band % Band % Band % 
(cm-1) (cm-1) (cm-1) (cm-1)

C-H1º
Turns 1684 1 1688 2 1677 6 1682 8
Turns 1673 12 1679 8 1668 13 73 9
Turns/310 helix 1663 14 1667 17 1659 15 1663 16
α-helix 1654 19 1650 24
α-helix/random coil 1655 26 1652 24
Open loops 1641 25 1640 18
Random coil/open loops 1643 32 1639 18
Random coil a 7 0
Random coil b 7 0
β-sheet 1634 8 1632 8 1630 16 1630 16
Low frequency β-sheet 1627 10 1625 7
Low frequency β-sheet 1617 4 1616 7 1617 8 1618 9

C-H1t
Turns 1686 4 1688 4 1680 7 1685 6
Turns 1673 13 1676 13 1671 13 1676 12
Turns/310 helix 1662 17 1665 15 1659 22 1664 22
α-helix 1653 15 1649 21
α-helix/random coil 1653 27 1653 21
Open loops 1642 14 1644 15
Random coil/open loops 1644 26 1640 15
Random coil a 12 0
Random coil b 12 0
β-sheet 1635 13 1633 13 1631 13 1634 13
Low frequency β-sheet 1626 8 1624 8 1621 9 1622 11
Low frequency β-sheet 1617 4 1616 6

a  The value corresponds to the difference between the components at ~ 1642 cm-1in D2O and H2O.
b  The value corresponds to the difference between the components at ~ 1652 cm-1 H2O in and D2O.

Assignment
140 mM NaCl10 mM NaCl

Complexes with DNA 
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Melting experiments  

We monitored the changes in the amide I' components of the DNA-bound C-H1t upon 

heating in the 20-80ºC interval. The DNA contribution to the spectra at each temperature 

was subtracted using a DNA sample at the same temperature and concentration; the 

subtraction was adjusted using the phosphate symmetric vibration at 1087 cm-1 as described. 

Although free DNA melted before complexed DNA, the spectra of native and denatured 

DNA were similar enough not to affect the amide I' region of the difference spectra. Melting 

experiments were performed in either 10 mM or 140 mM NaCl at a protein/DNA ratio 

(w/w) of 0.4. In 10 mM NaCl, the α-helix and β-sheet components remained essentially 

unaltered up to 78ºC (Figure 39A). 

 

                    
 
Figure 39. Thermal profiles of the amide I band of the secondary structure motifs of the carboxy-terminal 
domain of histone H1t (C-H1t) bound to DNA. The symbols of the different structural motifs are shown in the 
inset. Panel A: melting in 10 mM NaCl. Panel B: melting in 140 mM NaCl. The amide I bands of C-H1t at 
20ºC (continuous line) and 80ºC (dotted line) are shown superimposed, both in 10 mM (panel C) and 140 mM 
NaCl (panel D). The DNA contribution to the spectra of the complexes was subtracted as described in 
Materials and Methods.  
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Between 78ºC and 80ºC, they decreased sharply down to a residual 2-3%, which may 

disappear at higher temperatures. Concomitantly with the decrease of the α-helix and the β-

sheet, the random coil component increased from 25% to 45%. The low frequency β-sheet 

(~1620 cm-1) melted along a wide temperature interval with a transition midpoint of ~60ºC; 

an equivalent increase of turns was observed coinciding with the melting of the low 

frequency β-sheet (Figure 39A,C).  

In 140 mM NaCl, the structure of the DNA-bound protein was even more stable, the 

proportions of α-helix, β-sheet and random coil remaining essentially constant up to 80ºC. A 

small decrease of the low frequency β-sheet and a concomitant increase of the turn 

component was observed (Figure 39B,D).  

Discussion 

We have examined the secondary structure of the C-terminal domain of linker histone 

subtypes H1º and H1t, free in solution and bound to DNA. The use of the entire C-terminal 

domain is important in the study of properties that are not localized to any specific 

subdomain178, but rather determined by the whole domain, such as differential affinity121 or 

apoptotic nuclease stimulation189.  

The IR spectra of the C-terminal domain in aqueous solution were dominated by the random 

coil (1643-1644 cm-1) with 50% of the total amide I intensity. However, even in this most 

highly unfolded state, an intense band (35% in CH1º and 29% in CH1t) at 1662 cm-1 was 

observed, suggesting the presence of short-lived turn-like conformations in rapid 

equilibrium with extended forms173, 186. Small amounts of local structure consisting of turns 

at 1670 cm-1 (6-10%) and β-structure (8-9%) and were also present in the free protein. 

Upon interaction with DNA, the C-terminal domain acquired an extensively folded 

conformation. The structure of the bound domain showed a significant dependence on salt 

concentration. In 10 mM NaCl the DNA-bound C-H1º contained α-helix (19%), β-structure 

(22%), turns (27%) and open loops (25%), together with a residual 7% of random coil. In 

physiological salt (140 mM), the C-terminus became fully structured, as indicated by the 

complete absence of random coil. Under these conditions, CH1º contained 24% of α-helix, 

25% of β-structure, 18% of open loops and 33-34% of turns. The component at ~1660 cm-1 

in TFE and in the complexes with DNA could arise totally or in part from 310 helix. This 
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position has been assigned to 310 helix in several studies323, 324, 325. The presence of 310 helix 

was demonstrated in a peptide from the H1º C-terminal domain (residues 99-121)158, 186. The 

amount of α-helix should thus be considered as a lower limit of the amount of helical 

structure. All the structural motifs found in the C-terminal domain have the potential to 

interact with the major or minor groove DNA phosphates326. The dependence of the 

secondary structure of the DNA-bound C-terminal domain on salt concentration, although 

moderate, is an indication of conformational versatility, which could have a role in 

chromatin structure and dynamics. 

In spite of the large sequence divergence between C-H1º and C-H1t (30% sequence identity) 

(Figure 1), the two appear to have common secondary structure components, both in 10 mM 

and 140 mM NaCl. This suggests that selective constrains may act to preserve the secondary 

structure of the DNA-bound domain in different subtypes.  

The induced secondary structure of the DNA-bound domain appears to be extremely stable. 

In 10 mM NaCl, the α-helix and the β-sheet (1630 cm-1) begin to melt at 78ºC; only the low 

frequency β-sheet (1620 cm-1) melts earlier with a transition midpoint of ~65ºC. In 140 mM, 

the α-helix and the β-sheet are even more stable and no changes are observed in their 

proportions up to the experimental temperature limit of 80ºC. The low frequency β-sheet 

melts in a temperature interval similar to that observed at low salt, with a concomitant 

increase in the proportion of turns. The high thermal stability of the DNA-bound form may 

result from increased hydrophobicity following extensive compensation of the positive 

charge of the protein by the DNA phosphates. Considering the high proportion of Lys 

residues in the C-terminus (~40%), charge neutralization should have a large effect on the 

mean complex hydrophobicity. Evidence for extensive reciprocal charge compensation in C-

H1/DNA complexes is given by the +/- ratio of ~1.0 in saturated complexes310, 317. In 

addition, CH1/DNA complexes form the kind of toroidal complexes predicted by counterion 

condensation theory when the DNA charge is fully neutralized (>90% charge 

compensation)310, 327, 328. 

Folding could contribute to hydrophobicity in a more specific way. In the CH-1 peptide, 

helical folding (from Glu99 to Ala117) creates a hydrophobic patch due to the marked 

amphipathic character of the helix, with all positively charged residues on one face of the 

helix and all the hydrophobic residues on the other face158. 
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The C-terminal domain appears to belong to the group of “disordered proteins”, also known 

as natively unfolded or intrinsically unstructured329, 330, 331. In free solution, these proteins 

lack specific secondary or tertiary structure and are composed of an ensemble of 

conformations. Many disordered proteins fold into stable secondary or tertiary structures 

upon binding to their targets, such as other proteins, nucleic acids or membranes. Intrinsic 

disorder is characterised by a low sequence complexity, a low content of hydrophobic amino 

acids and a high content of polar and charged amino acids. All these features are present in 

the C-terminal domains and also in the N-terminal domains of H177. In addition, disordered 

regions are often present in proteins regulated by phosphorylation, which is also the case 

with H1215. 

The H1 globular domain is believed to be involved in specific binding site recognition in 

chromatin. A stably folded C-terminal domain with its high charge density could interfere 

with binding site recognition. Given that folding of the C-terminus is associated with charge 

neutralization, binding to unspecific sites, such as nucleosomal DNA that is already 

involved in interaction with core histones, may lead to partial folding and lower affinity of 

the C-terminus. One of the possible advantages of intrinsic disorder would thus be to 

kinetically favour the recognition of specific H1 binding sites in chromatin. 
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Introduction 

H1 linker histones are involved in chromatin structure and gene regulation. It is currently 

accepted that histone H1 could have a regulatory role in transcription through the 

modulation of chromatin condensation. H1 may mediate transcription on a more specific 

level, participating in complexes that either activate or repress specific genes89, 130, 222, 236, 247, 

284, 332. Binding to scaffold-associated regions130 and participation in nucleosome 

positioning287 are other mechanisms by which H1 could contribute to transcriptional 

regulation.  

H1 contains three distinct domains: a short amino-terminal domain (20-35 amino acids), a 

central globular domain (∼80 amino acids), consisting of a three-helix bundle and a β-

hairpin, and a long carboxy-terminal domain (∼100 amino acids)301. The amino acid 

composition of the C-terminus is dominated by Lys (∼40%), Ala (∼17%) and Pro (∼12%). 

The C-terminal domain is the primary determinant of H1 binding to chromatin in vivo121, 182. 

Several studies indicate that the ability of linker histones to stabilize chromatin folding 

resides in the C-terminal domain of the molecule172, 178. Preferential binding of histone H1 to 

scaffold-associated regions and activation of apoptotic nuclease also appear to be 

determined by the C-terminal domain189, 317. 

In aqueous solution, the C-terminal domain is dominated by the random coil and turn-like 

conformations in rapid equilibrium with the unfolded state, but upon interaction with DNA 

it folds cooperatively333. The DNA-bound structure is extremely stable and includes α-helix, 

β-sheet, turns and open loops. The H1 carboxyl-terminal domain thus appears to belong to 

the so-called intrinsically disordered proteins undergoing coupled binding and folding329, 331, 

333, 334, 335, 336. Like most natively disordered proteins, the C-terminus is of low 

hydrophobicity, large net charge and low sequence complexity77, 337, 338.   

Proteins are usually studied in dilute solution; however, in the cellular environment 

macromolecules and small molecule solutes are present at high concentrations so that a 

significant fraction of the intracellular space is not available to other macromolecules. The 

excluded volume effects are predicted to favor the adoption of compact as opposed to 

expanded macromolecular conformations, resulting in a reduction of the total excluded 

volume. However, experimental evidence has shown that although crowding agents in 
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general favor refolding339, 340, 341, 342, in some cases they appear to be ineffective343, 344. A 

role of molecular crowding in accelerating α-synuclein fibrillation has been described345, 346. 

In the present study we have used IR spectroscopy to estimate the proportions of secondary 

structure motifs of the C-terminus of H1º (C-H1º) and H1t (C-H1t) in the presence of Ficoll 

70 and Polyethylenglycol (PEG) 6000 as macromolecular crowding agents. Our results 

show that crowding is highly effective in promoting folding of the C-terminal domain. In the 

presence of 30% PEG or Ficoll the proportions of secondary structure motifs appear to be 

similar to those of the DNA-bound domain. In these conditions, Kratky plots of the X-ray 

scattering indicate that the compactness of the C-terminus is that of a globular state. 

However, binding of 1-anilinonaphthalene-8-sulfonate (ANS), thermal melting and 

differential scanning calorimetry (DSC) show that in a crowded environment the C-terminus 

is not cooperatively folded. The properties of the C-terminus in crowding agents are thus 

those of a molten globule state.  

Materials and methods 

Cloning, expression and purification of the C-terminal domains of histone H1 

subtypes 

The C-terminal domains of histones H1º and H1t were obtained from recombinant 

Escherichia coli (M15) as described previously333. 

Circular dichroism spectroscopy 

The C-terminal domains were at 0.3 mg/ml in 10 mM phosphate buffer, pH 7.0, plus 140 

mM NaCl and in the presence of PEG 6000 or Ficoll 70. Spectra were obtained on a Jasco J-

717 spectrometer in 1 mm cells at 20ºC. The results were analyzed with Standard analysis 

software (JACSO) and expressed as mean residue molar ellipticity [θ]. The helical content 

was estimated from the ellipticity value at 222 nm (θ222), according to the empirical equation 

of Chen et al.318: % helical content = 100[θ222/-39,500 x (1-2.57/n)], where n is the number 

of peptide bonds. 



Capítulo 3 
_________________________________________________________________________________________ 

 99

Infrared spectroscopy measurements 

The C-terminal domains were at 5 mg/ml in 10 mM HEPES, pH 7.0, plus 140 mM NaCl and 

in the presence of PEG 6000 or Ficoll 70 at 300 g/L. Data was collected on an FT600 Bio-

Rad spectrometer equipped with an MCT detector. Typically, 1000 scans for each 

background and sample were collected and the spectra were obtained with a nominal 

resolution of 2 cm-1 at 20ºC. Secondary structure content was determined by curve fitting to 

the original spectrum using the component band positions identified by Fourier self-

deconvolution as previously described186, 319. The baseline contributed by the solvent (10 

mM HEPES, 140 mM NaCl, pH 7.0 in H2O or D2O and with or without PEG 6000 or Ficoll 

70) was removed before fitting. Spectra were recorded both in H2O and D2O to distinguish 

between the overlapping contributions in D2O of random coil and open loops. The vibrations 

of loops and the α-helix are found at similar positions in H2O and D2O, the α-helix at about 

1652 cm-1 and loops at about 1643 cm-1. In contrast, deuteration has a major effect on the 

position of the random coil so that in H2O it overlaps with the α-helix, whereas in D2O it 

overlaps with loops. The α-helix was, therefore, estimated directly in D2O, whereas loops 

were estimated directly in H2O. When both α-helix and loops are present in the protein 

structure, the percentage of random coil can be obtained either from the difference of the 

components around 1552 cm-1 in H2O and D2O or from the difference of the components 

around 1643 cm-1 in D2O and H2O, as previously described333. 

Small-angle X-ray scattering 

Measurements were performed in a MBraun instrument equipped with a Siemens 

Kristalloflex 760 (K-760) generator, producing a radiation with a wavelength of 1.54 Å 

(CuKα)operating at 50 kV and 40 mA, and a Kratky Hecus camera. The collimator was a slit 

window and the scattering was detected with a linear position sensitive detector OED-50M. 

The sample to detector distance was 268 mm. Samples were measured at 25°C. All samples 

were placed in glass capillaries of 1 mm diameter and 10 µm wall thickness. The 

background was subtracted by measuring blanks without protein. Both the samples and 

blanks were measured for 4 hours, unless otherwise stated. The concentration of protein was 

4-10 mg/ml. 
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The scattering intensity I(Q) is represented as a function of the momentum transfer Q; 

Q=4πsinθ/λ, where λ is the wavelength of X-rays and 2θ the scattering angle. The inner part 

of the scattering profile can be described by the Guinier approximation347, 
/3Rg-Q

0

22
e II(Q) = . 

The scattering at zero angle, I0, is proportional to the molecular mass of the particle and the 

square of the contrast between the particle and the solvent. The radius of gyration, Rg, 

which is the root-mean-square of the distances of all volume elements to the center-of-mass 

of the electronic volume of the particle, was obtained from the slope of a Guinier plot of 

lnI(Q) vs. Q2. The Rg can also be measured with the Debye equation348: PD(x) = I(Q)/I0 = 

2(x-1+e-x), where x = Q2Rg2, using the approximation given by Calmettes et al.349: [PD(x)]-1 

= 1+ 0.359 x1.103. The Rg is given by Rg = (a/0.359b)0.453, where a is the slope and b the 

intercept of the straight line.  

Thermal melting 

For the analysis of the thermal stability of C-H1t in 30% Ficoll 70 the temperature of the 

sample was adjusted using a cover jack connected to a circulating thermostatic bath and 

monitored with a fitted external probe. Thermal analyses were performed by heating from 

20 to 85ºC at a rate of 1ºC/min.  For each degree of temperature interval, 400 interferograms 

were averaged, Fourier-transformed and ratioed against background.  Thermal analyses were 

performed in D2O. The Ficoll contribution at each temperature was subtracted using a Ficoll 

sample at the same temperature and concentration. 

ANS fluorescence assays 

1-anilinonaphthalene-8-sulfonate (ANS) binding assays were performed in a Cary Eclipse 

spectrofluorometer. The spectra were measured in 140 mM NaCl, 10 mM phosphate buffer, 

pH 7.0, at 20ºC. The concentration of ANS was 0.3 mM and the concentration of protein 10 

mM. The ANS emission was scanned between 400 and 650 nm with an excitation 

wavelength of 380 nm. 

Differential scanning calorimetry 

DSC measurements were carried out on a Microcal MC-2 calorimeter supplied with an 

Origin software package for data analysis and curve fitting. Protein and background scans 
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were performed at a scan rate of 1.5ºC /min between 20 and 100ºC.  We used RNAse A as a 

control at a concentration of 150 µM. C-H1t was analyzed at a concentration of 100 µM in 

buffer and in buffer plus 30% Ficoll 70. The buffer was 10 mM phosphate, pH 7.0, plus 140 

mM NaCl. 

Results 

CD and IR spectroscopy analysis of the C-terminal domain of histone H1 in the 

presence of crowding agents 

We used CD to explore the effects of different concentrations of Ficoll 70 and PEG 6000 

(10, 20 and 30%) on the secondary structure of the C-terminal domains of the histone H1 

subtypes H1º and H1t in physiological salt (0.14 M NaCl) (Fig. 40). We found that in 30% 

of both crowding agents C-H1º and C-H1t became significantly folded. In 30% PEG, the 

estimated values of α-helix were 16% for C-H1º and 13% for C-H1t. In 30% Ficoll, the 

estimated helical content was 16% for both C-terminal domains. 

           
Figure 40. Conformational transition of the C-terminal domain of histone H1 measured by CD. C-H1º in Ficoll 
(A) and PEG (C). C-H1t in Ficoll (B) and PEG (D). The buffer was 10 mM phosphate, pH 7.0, plus 140 mM 
NaCl. Continuous line: C-terminal domains in buffer; dotted line: buffer plus 10% PEG or Ficoll; dashed-
dotted line: buffer plus 20% PEG or Ficoll; dashed line: buffer plus 30% PEG or Ficoll. 
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IR spectroscopy was used to further characterize the secondary structure of the C-terminal 

domains in crowding agents. In the absence of crowding agents, the amide I (D2O) of both 

C-H1º and C-H1t was dominated by the unordered structure (at 1642 cm-1 in D2O) with 

~50% of the total intensity. The other main component (at 1663 cm-1), with 28-31 % of the 

total area in both C-H1º and C-H1t, was assigned to turns in rapid equilibrium with the 

unfolded state. Well defined structure was represented by a 9-12% of β-sheet (at 1626-1630 

cm-1) (Fig. 41 and Table 8). 

               
Table 8
Percentages (%) of secondary structure of the carboxy-terminal domain of histones H1º (C-H1º) and H1t (C-H1t) in presence of
crowding agents

Band % Band % Band % Band % Band % 
(cm-1) (cm-1) (cm-1) (cm-1) (cm-1)

C-H1º
turns 1676 3 1685 1 1685 3 1680 1 1680 7
turns 1661 31 1667 26 1668 21 1668 15 1668 10
α-helix 1655 15 1656 19
α-helix/random coil 1655 15 1656 19
open loops 1643 23 1642 31
random coil/open loops 1642 52 1644 23 1645 31
random coil ‡ 0 0
random coil ¶ 0 0
β-sheet 1630 9 1635 14 1634 14 1635 18 1633 12
β-sheet 1626 13 1625 13 1626 10 1623 11
Low frequency β-sheet 1617 5 1616 8 1616 11 1616 6 1615 10

C-H1t
turns 1685 2 1684 1 1681 8 1681 1 1681 8
turns 1674 4 1668 29 1668 14 1666 23 1666 16
turns 1663 28
α-helix 1656 15 1655 14
α-helix/random coil 1656 15 1656 14
open loops 1645 23 1643 27
random coil/open loops 1643 53 1645 23 1645 27
random coil ‡ 0 0
random coil ¶ 0 0
β-sheet 1637 16 1635 15 1634 17 1634 13
β-sheet 1626 12 1628 11 1625 16 1625 13 1624 11
Low frequency β-sheet 1616 1 1616 5 1615 9 1615 5 1615 11

* Buffer: 10mM HEPES, 140 mM NaCl, pH 7.0.
† The concentration of Ficoll 70 and PEG 6000 was 30%.
‡ The value corresponds to the difference between the components at ~ 1643 in D2O and H2O
¶ The value corresponds to the difference between the components at ~ 1655 in H2O and D2O

Assignment
Buffer* Ficoll† PEG†

D2O D2O H2O D2O H2O
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Figure 41. Amide I decomposition of the spectra of the C-terminal domain of histone H1. C-H1º, carboxy-
terminal domain of histone H1º. C-H1t, carboxy-terminal domain of histone H1t. The spectra were recorded in 
D2O at 20ºC. The buffer was 10 mM HEPES plus 140 mM NaCl, pH 7.0. The protein concentration was 5 
mg/ml. 
 

Addition of either PEG or Ficoll forced the C-terminus to fold. In 30% PEG 6000, 

deconvolution of the amide I of C-H1º gave 19% α-helix (1656 cm-1), 28% β-sheet (1635, 

1626 cm-1), 16% turns (1680, 1668 cm-1) and 31% open loops (1642 cm-1) (Fig. 42 and 

Table 8).  

                          
Figure 42. Amide I decomposition of the spectra of C-H1º in the presence of macromolecular crowding agents. 
The left column shows the spectra measured in D2O and the right column shows those measured in H2O. The 
buffer was 10 mM HEPES plus 140 mM NaCl, pH 7.0, at 20ºC. The protein concentration was 5 mg/ml. The 
concentration of Ficoll 70 and PEG 6000 was 30%. 
 

Spectra were recorded both in H2O and D2O to distinguish between the overlapping 

contributions in D2O of random coil and open loops as described under “Materials and 
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Methods”. The proportions of the different secondary structure motifs in C-H1t in the 

presence of PEG were similar to those found in C-H1º, although slight differences were 

present: a lower proportion of α-helix (14%) and open loops (27%) and a higher proportion 

of turns (24%); the proportion of β-sheet was very similar (30%) (Fig. 42 and 43). The 

amount of random coil was less than 1% in both C-H1º and C-H1t. The results in Ficoll 70 

were similar to those found in PEG (Fig. 42 and 43, Table 8).  

                          
Figure 43. Amide I decomposition of the spectra of C-H1t in the presence of macromolecular crowding agents. 
The left column shows the spectra measured in D2O and the right column shows those measured in H2O. The 
buffer was 10 mM HEPES plus 140 mM NaCl, pH 7.0, at 20ºC. The protein concentration was 5 mg/ml. The 
concentration of Ficoll 70 and PEG 6000 was 30%. 

Small-angle X-ray scattering 

The conformation of the C-terminus was examined by small-angle X-ray scattering (SAXS). 

The changes in compaction can be qualitatively analyzed by means of Kratky plots (Q2I(Q) 

vs. Q). The scattering curve in Kratky plots has a characteristic bell-shape when the protein 

is in the native state or in the molten globule state. Such a maximum is absent in completely 

unfolded proteins or in premolten globule states334, 350, 351. In 30% Ficoll, the C-terminal 

domain of H1t showed the characteristic maximum of a well developed globular structure 

(Fig. 44A). The position of the maximum (0.1 Å-1) is that expected for the molecular mass 
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of the C-terminus (Mr = 11082)351. The Guinier plot gave an Rg of 14.8(±0.7) Å (Fig. 44B). 

In the absence of crowding agents the Kratky plot lacked the maximum of globular 

conformations and exhibited the monotonic increase indicative of an expanded coil-like 

conformation (Fig. 44A).  

                                     
Figure 44. Small-angle X-ray scattering of the C-terminal domain of histone H1t. (A) Kratky plots (Q2I(Q) as a 
function of Q) in 30% Ficoll (1) and in buffer solution (2). (B) Guinier plot (ln I(Q) as a function of Q2) of the 
protein in 30% Ficoll. (C) Representation of the X-ray scattering of the protein in buffer solution using the 
approximation to the Debye function ((I(Q)-1 as a function of Q2.206); Q is in Å-1. The Q ranges used for the fits 
were 0.035<Q<0.084 for the protein in Ficoll and 0.0074<Q<0.0385 for the protein in buffer solution.  
 

The Rg in buffer solution was estimated with the Debye equation, which is more appropriate 

than the Guinier approximation in the case of unfolded proteins349, 352. In these conditions, 

the Rg was 25.0(±0.2) Å (Fig. 44C). Although this value is considerably higher than the Rg 

in crowded conditions, it is smaller than the value of ~31.5 Å that can be estimated for 
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random coils with the expression: Rg
U = (2.07±0.18)N(0.585±0.018), where N is the number of 

amino acid residues337, 353. This indicates that the C-terminus in crowded conditions is more 

compact than an unperturbed random coil polypeptide chain. This is consistent with the IR 

results, showing the presence of a residual proportion of turns and β-sheet in buffer solution. 

Turns may not contribute to a tightly folded core, but may reduce the dimensions of the 

conformational ensemble.  

ANS binding 

The C-terminal domains were tested for 1-anilinonaphthalene-8-sulfonate (ANS) binding in 

either the absence or presence of PEG and Ficoll (Fig. 45). This hydrophobic dye has been 

used as a probe for the formation of collapsed, partially folded states such as the premolten 

and molten globules354, 355. In the absence of crowding agents the emission of ANS was not 

affected by the presence of the C-terminus. In contrast, in Ficoll, the λmax of fluorescence of 

protein-bound ANS shifted from 525 to 485 nm and the fluorescence intensity increased 

~11-fold. In PEG, a shift from 525 to 501 nm and a ~7-fold increase in fluorescence 

intensity were observed. (Fig. 45A, B)  

Thermal melting and DSC 

To better understand the features of the folded states of the C-terminus in crowding agents, 

we analyzed the thermal melting by IR spectroscopy and the change in partial heat capacity 

(Cp) with temperature by DSC of C-H1t in 30% Ficoll. The changes in the amide I (D2O) 

components were monitored in the 20-85ºC interval. The α-helix and the β-sheet were lost 

fairly linearly as temperature was increased; all defined structure was lost by 85ºC. 

Concomitantly with the decrease in α-helix and β-sheet, the random coil component 

increased from 23 to 56% (Fig. 45C).  
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Figure 45. Effects of macromolecular crowding on the C-terminal domain of histone H1. (A) Fluorescence 
emission spectra of 0.3 mM ANS in the presence of C-H1º without crowding agent (continuous line) and with 
30% PEG 6000 (dashed line) or 30% Ficoll 70 (dotted line). (B) Fluorescence emission spectra of 0.3 mM 
ANS in the presence of C-H1t without crowding agent (continuous line) and with 30% PEG 6000 (dashed line) 
or 30% Ficoll 70 (dotted line). (C) Thermal profiles of the secondary structure motifs obtained from amide I 
(D2O) decomposition in 140 mM NaCl, 30% Ficoll. (D) Temperature dependence of the partial heat capacity 
(Cp) in the absence (dashed line) and in the presence of 30% Ficoll 70 (continuous line). The DSC curve of 
ribonuclease A is shown for comparison (dotted line). Binding, thermal denaturation and DSC experiments 
were performed in 10 mM phosphate buffer, pH 7.0, plus 140 mM NaCl. 
 

In parallel with the dissipation of secondary structure, the Cp increased almost linearly 

between 25 and 85ºC, where it leveled off coinciding with the complete dissipation of the α-

helix and β-sheet (Fig. 45D). Cooperatively folded proteins have significant enthalpy 

difference between their native and unfolded states which lead to large heat capacity peaks 

corresponding to heat absorption upon denaturation356. Thermal melting and Cp 

measurements indicate that despite globular compaction and native-like secondary structure 

the C-terminus is not cooperatively folded and, instead, has features characteristic of the 

molten globule state357, 358, 359, 360, which possesses an extensive secondary structure but does 

not have a fixed tertiary structure.  
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Discussion 

The C-terminal domain of histone H1 is mostly unstructured in dilute solution, but 

extensively folds upon interaction with DNA. The C-terminal domain of histone H1 can thus 

be considered an intrinsically disordered protein329, 331. Some intrinsically disordered 

proteins may adopt compact conformations in crowded environments344. The C-terminal 

domain appears to belong to this kind of intrinsically disordered proteins. In the presence of 

Ficoll 70 or PEG 6000, the C-terminal domain becomes extensively structured with 14-19% 

α-helix, 22-31% β-sheet, 16-26% turns and 20-30% loops, depending on the subtype and 

crowding agent. Folding is associated with the differentiation of a limited hydrophobic core 

as shown by the increased ANS binding by the C-terminus in crowded conditions. 

Interestingly, the high positive charge of the C-terminus (about 40% Lys) does not impair 

folding in crowded conditions.   

The proportions of the secondary structure motifs of the C-terminus in crowded conditions 

are comparable to those of the DNA-bound domain333, although the α-helix was 

proportionally more abundant in the DNA complexes and the β-sheet more abundant in 

crowded conditions (Table 9).  

        

Table 9
Percentages of secondary structure of the C-terminal domain in crowded conditions  
and bound to DNA

Complexes with DNA* Ficoll PEG
C-H1º C-H1t C-H1º C-H1t C-H1º C-H1t

Turns/ 310 helix 33-34 40-42 24-27 22-30 16-17 24
α-helix 24 21 15 15 19 14
Open loops 18 15 23 23 31 27
β-sheet 16 13 27 27-31 22-28 24-30
Random coil <1 <1 <1 <1 <1 <1
* This data was taken from reference 333.  

Despite the low sequence identity between C-H1º and C-H1t (~30%), the proportions of 

their secondary structure motifs appear to be similar as also occurs in the DNA-bound 

domains333. This suggests that selective constraints may act to preserve the secondary 

structure of the C-terminus in the different subtypes.  

The compactness of the C-terminus in the presence and in the absence of crowding agents 

was examined using SAXS. Global shape changes were analyzed by means of Kratky plots 

(Q2I(Q) vs. Q). The Kratky representation has a characteristic maximum in globular states 

(native and molten globule). This maximum is absent in non globular states (random coil, 

premolten globule)334. In the presence of crowding agents the Katky plot of the X-ray 
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scattering by the C-terminus of H1t in 30% Ficoll exhibited the bell-shaped appearance 

typical of globular states. In the absence of crowding agents the Kratky plot increased 

monotonously as observed for many unfolded proteins. The decrease of the Rg from 25.0 Å 

in buffer solution to 14.8 Å in crowding agents, confirms the condensation of the C-terminus 

in crowded conditions.   

Analysis of the folded state of the C-terminus in crowding agents by thermal melting and 

DSC reveals the progressive dissipation of secondary structure in the temperature interval 

20-85ºC, which is paralleled by a lineal increase in partial heat capacity, lacking the heat 

absorption peak typical of cooperatively folded proteins. These features indicate that the C-

terminus in crowded conditions is not cooperatively folded despite native-like secondary 

structure and compaction, and has, instead, the characteristics of the molten globule state357, 

358, 359, 360, 361. We have previously shown that upon interaction with DNA, the secondary 

structure of the protein becomes extremely stable and melts cooperatively333. The transition 

from the molten-globule state to the DNA-bound cooperatively folded state is probably 

driven by increased hydrophobicity, following charge compensation of the positive charge 

of the abundant Lys residues of the C-terminus by the DNA phosphates. 

The H1 globular domain is thought to be responsible for the location of H1 by interacting 

with a specific site in the nucleosome. The dependence of the tightening of the C-terminus 

molten globule structure on charge compensation may afford a mechanism to avoid the 

interference of the strong electrostatic binding of the C-terminus with binding site 

recognition by the globular domain, since binding of the C-terminus to unspecific sites, such 

as nucleosomal DNA, already partially charge-compensated by core histones, may lead to 

partial folding and lower affinity. 

The similarity of the proportions of secondary structure motifs of the domain in crowded 

conditions and bound to DNA suggests that in the presence of crowding agents the structure 

approximates that of the DNA-bound domain. An advantage related to chromatin dynamics 

of the condensation of the chain into a native-like structure could be an increased rate of the 

transition toward the native DNA-bound state361. The folding of the C-terminus in crowded 

conditions might also facilitate diffusion of H1 inside cell nuclei. This effect would 

compensate for the slowing down of protein diffusion by crowding362, 363. Improved 
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diffusion could have functional consequences since H1 molecules exchange in vivo between 

chromatin binding sites through a soluble intermediate180.  

In summary, the molten globule state of the C-terminus and the tightening of the structure 

upon interaction with DNA could kinetically favor H1 binding and exchange. 
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Modulación de la estructura secundaria del dominio C-terminal de la 

histona H1º  por fosforilación.  
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Introduction 

H1 linker histones are involved in chromatin structure and gene regulation. H1 may mediate 

transcription on a more specific level, participating in complexes that either activate or 

repress specific genes89, 130, 222, 236, 247, 284. 

H1 contains three distinct domains: a short amino-terminal domain (20-35 amino acids), a 

central globular domain (80 amino acids) and a long carboxy-terminal domain (100 amino 

acids)301. The C-terminus contributes with a very large proportion to the binding free energy 

of the molecule178, 182. H1 has multiple isoforms. In mammals, six somatic subtypes 

(designated H1a-e and H1º), a male germ line-specific subtype (H1t), and an oocyte-specific 

subtype (H1oo) have been identified80, 93, 288, 289. The subtypes can differ in timing of 

expression79, extent of phosphorylation290, turnover rate97, 291, binding affinity121 and 

evolutionary stability78. Differences in DNA condensing capacity have also been reported 

for some subtypes292, 293, 294. Several studies indicate that the ability of linker histones to 

stabilize chromatin folding resides in the C-terminal domain of the molecule172, 178, 316.  The 

C-terminal domain determines the preferential binding to DNA scaffold associated regions 

(SARs)317 it is also responsible of the activation of the apoptotic nuclease189 and the 

interaction with HP1α227. 

In aqueous solution, the C-terminus is dominated by the random coil and turn-like 

conformation in rapid equilibrium with the unfolded state, but upon interaction with the 

DNA it folds cooperatively. The DNA bound structure is extremely stable and includes α-

helix, β-sheet, turns and open loops. The H1 carboxy-terminal domain thus appears to 

belong to the so-called intrinsically disordered proteins undergoing coupled binding and 

folding333. Like most natively unfolded proteins, the C-terminus is of low hidrofobicity, 

large net charge and low sequence complexity77. In the presence of macromolecular 

crowding agents the C-terminus acquires the properties of a molten globule with native-like 

secondary structure and compaction364. 

The phenotypic roles of histone H1 may be determined by complementary and overlapping 

effects of stoichiometry, subtype composition and post-translational modifications. 

Phosphorylation of the consensus sequences of cyclin-dependent kinases, (S/T)-P-X-(K/R) 

is the main post-translational modification affecting histone H1314. Most of these sequences 

are localized to the C-terminal domain. The maximal number of phosphate groups often 
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corresponds to the number of (S/T)-P-X-(K/R) sites of the molecule. Histone H1 is 

phosphorylated in a cell cycle-dependent manner198. The highest number of phosphorylated 

sites is found in mitosis, when chromatin is maximally condensed198, 218. It is not clear how 

H1 phosphorylation affects chromatin condensation at interphase and mitosis. 

A number of studies indicate that interphase phosphorylation is involved in chromatin 

relaxation219, 220, 221; still, in metaphase chromosomes H1 is highly phosphorylated. In 

considering these apparently conflicting effects of H1 phosphorylation, it should be noted 

that hyperphosphorylated H1 is restricted to metaphase and specific properties could be 

associated to full phosphorylation. In interphase, H1 subtypes are present as a mixture of 

unphosphorylated and low-phosphorylated species with a proportion of 35-75% of 

unphosphorylated forms, according to the subtype and cell line and the moment in the cell 

cycle198, 219, 365. 

In the present study we have used infrared spectroscopy to describe the effect of  

phosphorylation on the secondary structure of the C-terminal domain of histone H1º in 

aqueous solution and bound to DNA. 

Materials and methods 

Cloning, expression and purification of the C-terminal domains. 

The C-terminal domains of histones H1º and H1t were obtained from recombinant 

Escherichia coli (M15) as described previously333.  

In vitro phosphorylation assay. 

The C-terminal domain of histone H1º was phosphorylated in vitro with CDK2-cyclin A 

kinase (New England Biolabs). Phosphorylation reactions were carried out in 50 mM Tris-

HCl, 10 mM MgCl2, 1 mM EGTA, 2 mM dithiotreitol, pH 7.5 plus 200 µM ATP and 1 U of 

CDK2-cyclin A per 5 µg of C-terminal domain. The mixture was incubated at 30 ºC for one 

hour and the reaction buffer was eliminated by gel filtration on a Hi-Trap desalting column 

(GE Healthcare). The in vitro phosphorylation assay was occasionally performed with 32P 

(GE Healthcare). The product of the reaction was then analyzed by SDS-PAGE and 

autoradiography. The extent of phosphorylation was evaluated by MALDI-TOF mass 

spectrometry. 
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Construction of mutants in CDK2 sites. 

The mutant clones for the CDK2 phosphorylation sites for the C-terminal domain of histone 

H1º were obtained by PCR using the QuickChange® Site-Directed Mutagenesis Kit 

(Stratagene) following the manufacturer’s instructions. The primers used for each 

phosphorylation site were mutated so that the threonine residue was changed to alanine. For 

threonine in the position 118 the primers were 5’TCAAGAAAGTGGCAGCTCCAAAGAAGGCA3’ 

and 5’TGCCTTCTTTGGAGCTGCCACTTTCTTGA3’. For the position T140 the primers were 5’ 

AGAAACCCAAAGCCGCCCCTGTCAAGAAG3’ and 5’ CTTCTTGACAGGGGCGGCTTTGGGTTTCT3’. 

For the position T152 the primers were 5’ GCTGCCGCGCCCAAGAAAGCCAAAAAGCC3’ and 5’ 

GGCTTTTTGGCTTTCTTGGGCGCGGCAGC3’. Double and triple mutants were obtained in 

successive rounds of PCR. The introduction of the correct mutation was evaluated by DNA 

sequencing of the recombinant clones. The recombinant plasmids were named by the 

position mutated in each case. These clones were expressed and purified as described for the 

wild-type C-terminal domain333.  

MALDI-TOF mass spectrometry. 

The MALDI-TOF mass spectrometry was performed in the Servei de Proteòmica i de 

Bioinformática, Universidad Autónoma de Barcelona. The incorporation of each phosphate 

group was associated with an increase of 80 Da in the molecular mass of the recombinant 

protein. MALDI-mass spectra were recorded in the positive ion mode on a Bruker Daltonics 

Ultraflex MALDI-TOF spectrometer.  

IR spectroscopy. 

The C-terminal domains of histone H1 were measured at 5 mg/ml in 10 mM HEPES pH 7.0 

plus 140 mM NaCl. DNA-protein complexes contained the appropriate amount of salmon 

DNA for each protein/DNA ratio (w/w). The protein samples at pH 10.2, 11 and 12 did not 

contained NaCl. 

Measurements were performed on a Nicolet Magna II 550 spectrometer equipped with a 

MCT detector, using a demountable liquid cell with calcium fluorine windows and 50 µm 

spacers for D2O medium and 6 µm spacers for H2O medium measurements. Typically, 1000 

scans for each background and sample were collected and the spectra were obtained with a 
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nominal resolution of 2 cm-1, at 22ºC. The protein concentration for the D2O measurements 

was of 5 mg/mL while for the H2O measurements was 20 mg/mL. Data treatment and band 

decomposition have been described previously319. The DNA contribution to the spectra of 

the complexes with the C-terminal domain was subtracted using a DNA sample of the same 

concentration; the DNA spectrum was weighted so as to cancel the symmetric component of 

the phosphate vibration at 1087 cm-1 in the difference spectra as described in Vila et al.186.  

Results 

In vitro phosphorylation of CDK2 sites. 

The C-terminal domain of the histone H1º and its mutants were phosphorylated in vitro with 

CDK2. C-H1º contains three consensus CDK2 sites (Fig. 46A). Phosphorylation was 

evaluated by the increase in 80 Da corresponding to the incorporation of each phosphate 

group by MALDI-TOF mass spectrometry. The difference between the unphosphorylated 

(C-H1º) and the completely phosphorylated C-H1º (C-H1ºabcP) was 240 ± 2 Da, 

corresponding to the incorporation of three phosphate groups (Fig. 46B). 
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Figure 46. In vitro phosphorylation of the C-terminal domain of histone H1º. A. Sequence of the C-H1º, in red 
the three phosphorylation sites for CDK2. These positions will be referred as a for T118, b for T140 and c for 
T152. The residues are numbered according to their position in the entire protein. B. Mass spectrometry of C-
H1º (red peak) and triphosphorylated C-H1º (green peak) (C-H1ºabcP).  



Capítulo 4 
_________________________________________________________________________________________ 

 117

 

We obtained T A mutants of all the CDK2 sites in the C-terminal domain. These mutants 

were phosphorylated and analyzed by mass spectrometry. The increase in molecular mass of 

the single mutants was of 160 Da while it was of 80 Da in the doble mutants. We also 

performed a phosphorylation assay with 32P. The products of the phosphorylation reaction 

were analyzed by SDS-PAGE and autoradiography (Fig. 47). No signal of 32P corresponding 

to the triple mutant with all CDK2 sites mutated was observed. This result confirmed that 

the CDK2 phosphorylated the predicted sites and that no unspecific phosphorylation 

occurred.  
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Effects of hyperphosphorylation on the structure of the free C-terminal domain 

of histone H1.  

In free solution triphosphorylated C-H1º (C-H1ºabcP) was mostly unstructured with a 57% 

of random coil/open loops (1642 cm-1 in D2O) (Fig. 48, Table 10). The main difference with 

unphosphorylated C-H1º was the increase in the low frequency β-sheet in C-H1ºabcP from 5 

to 11%.  

Macromolecular crowding induces a molten globule state in the C-terminal domain of 

histone H1º with proportions of secondary structure motifs similar to those of the DNA 

bound domain364. Phosphorylation did not alter the proportions of secondary structure motifs 

in crowded conditions (Ficoll 30%) with only a slight decrease in β-structure from 34% to 

28% (Fig 48, Table 10).  

Figure 47. Incorporation of 32P in the C-H1º mutants 
of the CDK2 sites after the phosphorylation reaction. 
A. SDS-PAGE stained with Coomasie blue. B. 
Autoradiography. C-H1ºabcP (lane 1), single and 
double mutants (lanes 2-7) and triple mutant (lane 8). 
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Figure 48. Amide I decomposition of the spectra of hyperphosphorylated C-H1º (C-H1ºabcP) in buffer and in 
Ficoll 70. The spectra were measured in D2O. The buffer was 10 mM HEPES plus 140 mM NaCl, pH 7.0, at 
20ºC. The protein concentration was 5 mg/ml. The concentration of Ficoll 70 was 30%. 
 

  

TABLE 10
Percentages (%) of secondary structure by FTIR of the unphosphorylated (C-H1º) and triphosphorylated (C-H1ºabc P) 
C-terminal domain of histone H1º in aqueous solution and in the presence of Ficoll 70.

Buffer* Ficoll†

C-H1º‡ C-H1ºabc P C-H1º‡ C-H1ºabc P
Band % Band % Band % Band % 
(cm-1) (cm-1) (cm-1) (cm-1)

Turns 1682 6
Turns 1676 3 1674 10 1685 1 1671 16
Turns 1661 31 1661 12 1667 26 1663 9
α-helix 1655 15 1655 15
random coil/open loops 1642 52 1642 57 1644 23 1645 26
β-sheet 1635 14 1635 12
β-sheet 1630 9 1628 10 1626 13 1627 14
Low frequency β-sheet 1617 5 1617 11 1616 8 1616 2
* Buffer: 10mM HEPES, 140 mM NaCl, pH 7.0, in D2O.
† The concentration of Ficoll 70 was 30%.
‡ This values were taken form Roque et al. 365

Assignment

 

Effects of hyperphosphorylation on the secondary structure of the C-terminal 

domain of histone H1 bound to DNA.  

We have examined the structural effects of the phosphorylation at the CDK2 sites on the 

DNA-bound C-terminal domain of H1º. Phosphorylation of C-H1º simultaneously at all 

three sites brought about a large structural change, consisting in the decrease of the 

proportion of the α-helix and the increase of β-structure (Fig. 49, Table 11).  

When complexes at different protein to DNA ratio (r, w/w) were examined, it appeared that 

the extent of the structural change was critically dependent on r. At r=0.25, the lowest ratio 

examined, there was a drastic change in the proportion of α-helix, which decreased form 

24% in the unphosphorylated C-terminus to 8%, while the β-structure increased from 24% 

to 35-37%. There was also a significant 13% of random coil, which was absent in the 
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unphosphorylated domain333. At r=0.5 the α-helix decreased to 6% and the β-structure 

increased up to 45-47% (at this ratio the random coil was almost non-existent). At r= 0.7, 

which is approximately the saturation ratio, the C-terminus eventually became an all-β 

protein, with no α-helix, 6% of open loops, 18-22% of turns and 72-76% of β-structure. 
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Figure 49. Amide I decomposition of the spectra of C-H1º triphosphorylated (C-H1ºabcP) in different 
protein/DNA ratio (r) (w/w). The spectra were measured in D2O. The buffer was 10 mM HEPES plus 140 mM 
NaCl, pH 7.0, at 20ºC. The protein concentration was 5 mg/ml. 
 

         

TABLE 11
Percentages (%) of secondary structure of the C-H1º triphosphorylated (C-H1ºabc P) at different
protein/DNA ratio (r)

Assignment Band % Band % Band % Band % Band % Band % 
(cm-1) (cm-1) (cm-1) (cm-1) (cm-1) (cm-1)

Turns 1681 1
Turns 1681 2 1679 6 1670 10 1680 8 1671 4 1671 9
Turns 1663 20 1661 14 1660 13 1663 19 1659 14 1661 13
α-helix 1654 8 1653 6
α-helix/ random coil 1655 21 1654 7
open loops 1641 22 1646 21 1646 6
Random coil/open loops 1644 35 1645 23 1646 6
Random coila 13 2
Random coilb 13 1
β-sheet 1630 24 1632 28 1633 31 1633 26 1636 52 1637 45
Low frequency β-sheet 1623 24 1624 27
Low frequency β-sheet 1618 11 1616 9 1620 16 1619 19
a  The value corresponds to the difference between the components at 1641-46 cm-1in D2O and H2O.
b  The value corresponds to the difference between the components at 1653-55 cm-1 H2O in and D2O.

r=0.25 r=0.5 r=0.7
D2O H2O D2O H2O D2O H2O

 
 

Effects of partial phosphorylation on the secondary structure of the C-terminal 

domain of histone H1º bound to DNA. 

In order to examine the effects of phosphorylating one or two of the three TPKK sites 

present in the C-terminus of H1º, we prepared single and double T A mutants (Table 12). 
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None of these T/A substitutions altered significantly the structure of the DNA-bound 

domain (supplementary Table 1).   
 

 Table 12. Mutations in the C-terminal domain of histone H1º. 

Mutated positions  Phosphorylated positions  Protein name 

- T118, T140, T152 C-H1ºabcP 

T118A (a) T140, T152 C-H1ºbcP 

T140A (b) T118, T152 C-H1ºacP 

T152A (c) T118, T140 C-H1ºabP 

T118A, T140A T152 C-H1ºcP 

T118A, T152A T140 C-H1ºbP 

T140A, T152A T118 C-H1ºaP 

 

We examined the secondary structure of the complexes of the mutants phosphorylated in 

one or two positions with DNA (Fig. 50, Table 13). The structural changes in the DNA-

protein complexes using mono and diphosphorylated species were much less apparent than 

those observed in the C-H1ºabcP and did not depend on the protein/DNA ratio 

(supplementary Table 2).  

In the complexes with the partially phosphorylated domains the amount of β-structure varied 

between 23% and 32%, and was similar to that of the unphosphorylated domain (24%)333. 

Of the three phosphorylation positions, T118 (C-H1ºaP) affected the structure the most, 

leading to a decrease of the α-helical content from 24% to 10% and to the appearance of 18-

20% of random coil (supplementary Table 3), which is absent in the unphosphorylated 

domain333. Phosphorylation of T118 lead thus to significant loss of defined structure.  

Phosphorylation of T140 (C-H1ºbP) also increased the amount of random coil (9-10%), but 

the proportion of the α-helix decreased to a lesser extent (19%). The structure when T152 

was phosphorylated (C-H1ºcP) was very similar to that of the unphosphorylated domain 

with only a slightly higher amount of β-structure. The central role of phosphorylation of the 

position T118 in α-helix destabilization is further supported by the doble-phosphorylated 

domains, C-H1ºabP and C-H1ºacP, where the content of α-helix was 9-10% while in C-

H1ºbcP was 17%.  
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Figure 50. Amide I decomposition of the spectra of the complexes DNA/C-H1º phosphorylated in one or two 
positions. The spectra were measured in D2O. The buffer was 10 mM HEPES plus 140 mM NaCl, pH 7.0, at 
20ºC. The protein concentration was 5 mg/ml. The DNA/protein ratio was r= 0.5 (w/w). 
        
TABLE 13
Percentages (%) of secondary structure of the DNA-bound carboxy-terminal domain of histone H1º phosphorylated 
on one, two or three positions.

Assignment Band % Band % Band % Band % Band % Band % Band % 
(cm-1) (cm-1) (cm-1) (cm-1) (cm-1) (cm-1) (cm-1)

Turns 1682 2 1680 1 1682 8 1682 2 1681 1
Turns 1672 4 1672 14 1671 15 1672 10 1672 13 1671 9 1670 10
Turns 1661 27 1662 6 1661 13 1661 19 1661 13 1660 13 1660 13
α-helix 1654 10 1653 19 1650 21 1650 10 1653 9 1650 17 1653 6
Random coil/open loops 1643 35 1640 36 1640 20 1642 24 1641 37 1640 29 1645 23
β-sheet 1632 17 1630 8 1632 16 1630 18 1630 11 1631 16 1633 31
Low frequency β-sheet 1623 7 1622 10 1622 11 1622 5 1623 10 1622 11 1620 16
Low frequency β-sheet 1614 5 1614 3 1615 6 1614 5 1615 5
The protein:DNA was 0.5 (w/w). Spectra were obtained in D2O

C-H1ºac P C-H1ºbc P C-H1ºabc PC-H1ºa P C-H1ºb P C-H1ºc P C-H1ºab P

 

Effects of charge neutralization on the folding of the C-terminus of H1º. 

We previously proposed that charge neutralization provided by DNA phosphate groups 

could be an important factor in the folding of the C-terminal domain of histone H1 when 
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bound to DNA333. Alkaline pH has been previously used efficiently for charge supression in 

histone H1183. We examined the effect of charge neutralization by increasing pH in the 

induction of secondary structure in the unphosphorylated and the triphosphorylated domain 

of histone H1º.  

The increase of the pH from 7 to 10.2, 11 and 12 results in a neutralization of ~46, ~65 and 

~97% of the lysine charge, respectively. These values were calculated with the Henderson-

Hasselbach equation assuming a pKa of for the lysine ε-amine group of 10.54366.  

At pH 10.2 the unphosphorylated domain (Table 14) had 34% of β-structure, 30% of 

random coil/open loops and 36% of turns. At pH 11 there was only a slight change in the 

secondary structure consisting in the appearance of 5% of α-helix. However, at pH 12, when 

97 % of the lysines were neutralized, the α-helix increased to 34%, the β-structure was 44% 

and the component of random coil/open loops disappeared. 

 

    

TABLE 14
Percentages (%) of secondary structure by FTIR of the unphosphorylated (C-H1º) and the 
 triphosphorylated (C-H1ºabc P) C-terminal domains of histone H1º at different pH.

Assignment Band % Band % Band % Band % Band % Band % 
(cm-1) (cm-1) (cm-1) (cm-1) (cm-1) (cm-1)

Turns 1678 5 1677 2 1680 4 1681 7 1681 2
Turns 1667 4 1667 14 1669 12 1670 3 1671 9 1672 7
Turns 1659 27 1660 7 1659 6 1659 18 1659 13 1660 15
α-helix 1654 5 1650 34 1650 10
Random coil/open loops 1645 30 1645 38 1646 25 1646 26
β-sheet 1633 19 1630 31 1634 36 1637 19 1633 27 1636 47
Low frequency β-sheet 1622 15 1627 13 1625 15 1625 6
Low frequency β-sheet 1617 3 1619 8 1618 15 1616 10 1617 13
Spectra were obtained in D2O

C-H1º C-H1ºabc P
pH 10.2 pH 11 pH 12 pH 10.2 pH 11 pH 12

 
 

The triphosphorylated domain (Figure 51, Table 14) at pH 10.2 had 47% of β-structure, 25% 

of random coil/open loops and 28% of turns. At pH 11 the β-structure increased to 53%. At 

pH 12 C-H1ºabcP became fully structured, the spectrum was composed of 66% of β-

structure, 9% of α-helix and 25% of turns. The component of random coil/open loops also 

disappeared in the triphosphorylated domain at pH 12.  
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Figure 51. Amide I decomposition of the spectra of the triphosphorylated C-H1ºabcP at different pH. The 

spectra were measured in D2O. The buffer was 10 mM HEPES plus NaOH to achieve the desired pH, at 20ºC. 

The protein concentration was 5 mg/ml. 

Discussion 

Protein phosphorylation represents an important regulatory mechanism in eukaryotic cells. 

At least one-third of all eukaryotic proteins are estimated to undergo reversible 

phosphorylation367. Phosphorylation modulates the activity of numerous proteins involved in 

signal transduction and regulates the binding affinity of transcription factors to their 

coactivators and DNA targets, thereby altering gene expression, cell growth and 

differentiation215. Phosphorylation sites frequently cluster within functionally important 

protein domains. Regarding the structural consequences of phosphorylation, both disorder to 

order and order to disorder transitions have been observed following phosphorylation368. 

Conformational changes upon phosphorylation often affect protein function369, 370. 

Histone H1 undergoes reversible phosphorylation in a cell cycle dependent manner198. H1 

phosphorylation is catalized by the cyclin-dependent kinases and the phosphorylation sites 

are mainly located in the C-terminal domain314.  

In the presence of crowding agents, as Ficoll 70, the proportion of secondary structure 

motifs in the triphosphorylated domain were similar to those of the unphosphorylated 

domain. This fact suggests that the molten globule could give rise to different cooperatively-

DNA bound structures depending on the phosphorylation state of the molecule. 

Phosphorylation alters the secondary structure of the C-terminal domain of histone H1º 

when bound to DNA. The structural changes in the protein-DNA complexes with the mono 

and diphosphorylated species were dependent on the position that was phosphorylated. The 

secondary structure when T152 was phosphorylated is closer to the unphosphorylated 
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domain, with changes in the proportions of the structural motifs not exceeding 6%. 

Phosphorylation of T140 led to a decrease in α-helix from 24% to 19% and the appearance 

of 9-10% of random coil. Phosphorylation of T118 causes a significant decrease in the 

helical component in the mono, di, and triphosphorylated domain. This effect in the 

triphosphorylated C-terminus would not be affected by the protein/DNA ratio, since the 

decrease in α-helix is already observed at r=0.25. 

A strong α-helical tendency of the region inmediately upstream the T118 phosphorylation 

site was previously observed by NMR and FTIR in a peptide belonging to the C-terminal 

domain of histone H1º, so it is likely that this is one of the regions in α-helix conformation 

in the DNA-bound C-terminal domain158, 186. It appears that phosphorylation of position 

T118 interferes with the formation of the α-helix in this region. The effect of the 

phosphorylation in T118 could be also have functional consequences in chromatin, as this 

position is located in the subdomain of histone H1º involved in linker DNA alteration and 

folding and self-association of the chromatin fiber178.  

Complete phosphorylation of C-H1º is associated to a major structural change. This 

structural rearrengement implies the loss of almost all the α-helix probably following 

phosphorylation at T118, and a large increase in β-structure. The extent of the 

conformational change appears to be dependent on triphosphorylation and the protein/DNA 

ratio. The final state of the structural change consists in an all-β protein at ratios near 

saturation. The dependence on the amount of protein in the complexes coupled to the 

concomitant increase in the β-structure, especially of the low frequency β-sheet, which has 

been proposed that could arise from intermolecular interactions of extended strands371, 

suggest that protein-protein interactions could play an important role in the structural 

changes of the C-terminal domain of histone H1 associated to complete phosphorylation.  

The increase of the β-structure content and the loss of α-helical structure following 

phosphorylation is a kind of structural conversion similar to that observed in amyloidogenic 

proteins that in prion encephalopaties has been associated with infectivity. In the case of 

prion proteins, the analogy can be pushed further as it has been shown that interaction with 

DNA converts the α-helical cellular isoform into a soluble β-isoform similar to that found in 

the fibrilar state372. Furthermore, H1 has been found associated to disease associated 

amyloid-like fibrils261. 
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We have used alkaline pH to mimick the effect of protein charge nuetralization by the DNA 

phosphates. At pH 12, where ~97% of the lysine positive charge is neutralized, the C-

terminal domain becomes fully structured. The effect is sensitive to the phosporylation state: 

the unphosphorylated domain has 36% of α-helix and 34% β-structure while the 

triphosphorylated domain has 10% of α-helix and 66% of β-structure. The helix is thus more 

abundant in the unphosphorylated domain while the β-structure is more abundant in the 

triphosphorylated domain as observed in the complexes with DNA. Therefore, charge 

neutralization upon interaction with DNA contributes to the cooperative folding of the C-

terminus. The DNA-bound final structure appears to be critically dependent of the 

phosphorylation state.  

The differences in the secondary structure of the unphosphorylated, partially phosphorylated 

and hyperphosphorylated C-terminal domain give the structural framework to understand 

the effects of site specificity and level of phosphorylation in interphase chromatin relaxation 
221, 222 and mitotic chromosome condensation223. 
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Supplementary material. 

   

Supplementary Table 1
Percentages (%) of secondary structure of the DNA-bound carboxy-terminal domain of histone H1º mutated on 
one, two or three positions.

Assignment Band % Band % Band % Band % Band % Band % Band % 
(cm-1) (cm-1) (cm-1) (cm-1) (cm-1) (cm-1) (cm-1)

Turns 1685 3 1678 12 1685 2 1685 1 1678 2
Turns 1674 4 1673 15 1674 10 1667 14 1674 9 1674 8 1668 12
Turns 1664 17 1660 19 1661 23 1660 5 1663 16 1659 19 1660 14
α-helix 1653 23 1653 27 1650 22 1651 26 1653 20 1652 28 1650 24
Random coil/open loops 1643 29 1644 20 1640 18 1641 16 1642 25 1644 20 1639 23
β-sheet 1631 13 1632 15 1630 15 1630 18 1633 11 1632 16 1629 16
Low frequency β-sheet 1624 3 1620 6 1624 11 1620 8
Low frequency β-sheet 1619 11 1615 1 1619 12 1613 3 1615 6 1615 10
The protein:DNA was 0.5 (w/w). Spectra were obtained in D2O

Mutated positions
abcbcacabcba

 
 

   

Suplementary Table 2
Percentages (%) of secondary structure of the DNA-bound carboxy-terminal domain of histone H1º phosphorylated 
on one, two or three positions.

Assignment Band % Band % Band % Band % Band % Band % Band % 
(cm-1) (cm-1) (cm-1) (cm-1) (cm-1) (cm-1) (cm-1)

Turns 1682 2 1681 3 1682 8 1682 3 1679 12
Turns 1670 9 1672 11 1671 5 1672 8 1672 11 1675 13
Turns 1660 20 1662 11 1662 19 1661 22 1661 17 1662 17 1648 9
α-helix 1653 11 1654 22 1650 19 1650 11 1654 9 1652 17
Random coil/open loops 1643 31 1640 32 1643 25 1642 25 1643 33 1641 24 1636 28
β-sheet 1632 21 1630 10 1631 22 1630 19 1631 17 1630 17 1626 29
Low frequency β-sheet 1620 7 1622 9 1624 4 1622 3 1623 5 1622 6 1616 19
Low frequency β-sheet 1614 3 1614 3 1614 4 1615 5 1615 6 1608 3
The protein:DNA was 0.7 (w/w). Spectra were obtained in D2O

C-H1ºa P C-H1ºb P C-H1ºc P C-H1ºab P C-H1ºac P C-H1ºbc P C-H1ºabc P

 
 

   

Suplementary Table 3
Percentages (%) of secondary structure of the DNA-bound carboxy-terminal domain of histone H1º phosphorylated 
on one, two or three positions.

Assignment Band % Band % Band % Band % Band % Band % Band % 
(cm-1) (cm-1) (cm-1) (cm-1) (cm-1) (cm-1) (cm-1)

Turns 1683 2 1681 4 1681 3
Turns 1675 16 1674 7 1672 7 1672 6 1680 5 1680 8 1680 8
Turns 1665 13 1661 11 1660 14 1660 25 1667 18 1668 8 1663 19
α-helix/random coil 1656 30 1655 29 1656 22 1656 11 1656 17 1657 20 1654 7
Open loops 1643 17 1641 27 1644 22 1644 26 1643 31 1644 27 1646 21
β-sheet 1635 18 1629 15 1634 17 1633 17 1633 12 1632 19 1633 26
Low frequency β-sheet 1624 7 1622 3 1622 12 1621 11 1624 10 1622 13 1619 19
Low frequency β-sheet 1614 5 1614 2 1616 1 1616 7 1615 5
The protein:DNA was 0.5 (w/w). Spectra were obtained in H2O

C-H1ºa P C-H1ºb P C-H1ºc P C-H1ºab P C-H1ºac P C-H1ºbc P C-H1ºabc P
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Discusión general. 

El dominio C-terminal determina la preferencia de la histona H1 por las 
regiones SAR. 
 
La histona H1 se ha descrito de forma genérica como una proteína de unión a las regiones 

SAR130. Se supone que las regiones SAR constituyen la base estructural de los lazos de 

cromatina en las células eucariotas138. La preferencia de la histona H1 por las SAR podría 

implicar a ésta histona en los cambios dinámicos de la cromatina y la organización 

estructural de los cromosomas144. 

En mamíferos la histona H1 tiene múltiples subtipos. Los subtipos H1a-e están bastante 

conservados, mientras que otros subtipos como la H1º y la H1t son bastante divergentes. 

Utilizando histonas H1 purificadas de ratón, H1a-e, H1º y H1t, pudimos comprobar que la 

preferencia por las regiones SAR se mantenía a pesar de las diferencias de secuencia entre 

los subtipos. 

La histona H1 tiene tres dominios: N-terminal, globular y C-terminal301. Cada dominio 

pudiera tener funciones diferentes en la proteína. Para determinar si la preferencia por las 

regiones SAR estaba determinada especialmente por alguno de sus dominios estudiamos dos 

péptidos derivados del dominio N-terminal, dos dominios globulares y tres dominios C-

terminales. 

Al examinar la preferencia por las regiones SAR de los dominios globulares y N-terminales 

encontramos una baja afinidad por el DNA. Ni los dominios globulares estudiados, 

correspondientes a la H1º y la H5, ni el péptido N-terminal de la H1º mostraron preferencia 

por las SAR. El péptido derivado del dominio N-terminal de la H1e mostró una preferencia 

moderada por las SAR en condiciones fisiológicas que se pierde en 70 mM de NaCl. Es 

importante señalar que mientras el N-terminal de la H1º tiene todos los residuos básicos 

concentrados en el extremo más cercano al dominio globular, el péptido derivado del N-

terminal de la H1e contiene una parte del dominio N-terminal que tiene una distribución 

homogénea de las cargas positivas a lo largo de la molécula. Ello podría influir en la 

preferencia moderada por las regiones SAR observada en condiciones fisiológicas. 
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Teniendo en cuenta la poca selectividad y la debilidad de la unión de los dominios N-

terminal y globular a las regiones SAR, es poco probable que tengan una contribución 

importante en la preferencia por las SAR mostrada por la H1 entera. 

Estudiamos la preferencia por las SAR de los dominios C-terminales de la H1e, el subtipo 

más abundante de la H1º, propia de células quiescentes, y de la H1t, propia de la línea 

germinal masculina. La conservación de secuencia en los dominios C-terminales de estos 

tres subtipos es menor del 50%. A pesar de las diferencias de secuencia entre los subtipos 

analizados, todos ellos mostraron una alta preferencia por las secuencias SAR. La 

preferencia por las SAR del dominio C-terminal se mantuvo en condiciones de fuerza iónica 

inferiores a la fisiológica, 70 mM, y cuando se usó un DNA competidor de mayor tamaño 

que el DNA SAR. También se confirmó el papel de los tramos homopoliméricos en la 

preferencia por las SAR ya que no se encontró preferencia por un fragmento de DNA con un 

75% de pares de bases A/T, dispuestos de forma alternada.  

Por lo tanto, de los resultados obtenidos podemos concluir que la unión preferencial a las 

SAR de la histona H1 está básicamente determinada por su dominio C-terminal. El dominio 

C-terminal podría contribuir también a la ubicación de la H1, pues en condiciones 

subestequiométricas la preferencia de la H1 por la SAR podría garantizar la saturación de las 

SAR con H1 en detrimento de otras secuencias. 

Existen evidencias que apuntan a que las protaminas podrían haberse originado mediante 

sustituciones de los residuos de lisina por arginina en el dominio C-terminal de la histona 

H1304. Los resultados mostraron que la protamina también presenta una alta especificidad 

por las SAR. No sabemos qué importancia puede tener la preferencia por las SAR en la 

función de las protaminas, es posible que contribuya al orden espacial y temporal de la 

sustitución de las histonas por las protaminas durante la espermatogénesis, aportando los 

sitios de nucleación de dicho proceso. 

Una característica común de las proteínas que tienen preferencia por las regiones SAR es la 

pérdida de dicha preferencia en presencia de distamicina. Esto se había demostrado para la 

H1 entera151 y nosotros comprobamos que también ocurría con el dominio C-terminal y con 

la protamina. La distamicina se une al surco menor del DNA con preferencia por el surco 

menor más estrecho de los tramos homopoliméricos de adenina152. El hecho de que la 

distamicina anule la preferencia del dominio C-terminal y de la protamina por las SAR 



Discusión general 
_________________________________________________________________________________________ 

 129

apunta a que la interacción entre dichas proteínas y el DNA involucra al surco menor, 

aunque no excluye la posibilidad de que también se unan al surco mayor. Aunque la 

distamicina tiene preferencia por el surco menor del DNA, también puede causar cambios 

sutiles en los parámetros estructurales y las propiedades mecanoelásticas del DNA que 

podrían contribuir a la supresión de la preferencia por las SAR312.  

Las características que determinan que una proteína tenga preferencia por las regiones SAR 

no están establecidas. La proteína HMG de mamíferos contiene un motivo repetido llamado 

gancho AT (AT-hook) de secuencia RGR, que se une preferentemente al surco menor de las 

secuencias SAR155. También se ha descrito otro motivo llamado SAF-box143. Estos motivos 

no los encontramos ni en el dominio C-terminal de la histona H1 ni en la protamina. La 

histona H1 es rica en lisinas, mientras que en la HMG y la protamina predominan las 

argininas (la protamina puede tener hasta un 70% de argininas). Al parecer el tipo de 

aminoácido básico no es esencial en determinar la preferencia por las SAR. 

Presumiblemente la interacción involucra el reconocimiento del surco menor del DNA, cuyo 

campo electrostático es más intenso en los tramos homopoliméricos. Teniendo en cuenta que 

entre las proteínas con preferencia por las SAR es común una elevada densidad de carga 

positiva,  la preferencia por las SAR podría ser un fenómeno básicamente electrostático. 

Estructura del dominio C-terminal de la histona H1. 
El dominio C-terminal de la histona H1 es una proteína rica en aminoácidos básicos, 

especialmente lisinas, pero en su secuencia también encontramos en abundancia prolina, 

alanina y serina. Todos ellos son considerados aminoácidos que promueven desorden373. El 

dominio C-terminal tiene una elevada carga neta, baja complejidad de secuencia, baja 

hidrofobicidad y una movilidad electroforética anómala77. En disolución acuosa el dominio 

C-terminal está desestructurado, pero al unirse al DNA adquiere un elevado porcentaje de 

estructura secundaria, lo que permite clasificar a este dominio en el grupo de las proteínas 

intrínsecamente desordenadas (Intrinsically disordered proteins, IDP) que funcionan 

mediante el reconocimiento molecular329, 330, 331.  

El dominio C-terminal en disolución acuosa se encuentra poco estructurado. El espectro de 

infrarrojo está dominado por la componente de ovillo estadítico (random coil)/lazos abiertos 

(open loops) (1643-1644 cm-1) que representa aproximadamente el 50% de la amida I. La 

segunda componente en importancia se encuentra a 1662 cm-1, y representa un 35% de la 
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amida I del CH1º y un 29% del CH1t. Esta componente la hemos asignado a giros de corta 

vida media que se encuentran en equilibrio con formas más extendidas173, 186. También 

encontramos otra componente de giros a 1670 cm-1 (6-10%) y estructura β (8-9%). El 

espectro de dicroísmo circular del dominio C-terminal es el característico del ovillo 

estadístico, con un mínimo cercano a 200 nm y muy poca elipticidad a 220 nm, lo que 

permite incluir al dominio C-terminal en el grupo de IDP consideradas coil-like335.  

La interacción con el DNA induce un alto grado de estructura secundaria en los dominios C-

terminales de las histonas H1º y H1t. La estructura del complejo C-terminal-DNA es 

dependiente de la concentración salina. En 10 mM de NaCl el dominio C-terminal de la H1º 

está formado por un 19% de hélice α, un 22% de estructura β, un 27% de giros, un 25% de 

open loops y un 7% de ovillo estadístico. En concentraciones de sal fisiológicas (140 mM 

NaCl) el dominio CH1º se estructura completamente, ya que el ovillo estadístico desaparece. 

En estas condiciones encontramos un 24% de hélice α, un 25% de estructura β, un 33-34% 

de giros y un 18% de lazos abiertos. En el dominio C-terminal de la H1t también se observa 

la dependencia de la estructura de la concentración de sal; en concentraciones fisiológicas 

aumentan las proporciones de estructura secundaria definida, hélice y estructura β, junto con 

la desaparición del ovillo estadístico. También es importante señalar que en los dos 

dominios la estructura secundaria encontrada en presencia de 60% de TFE es casi idéntica a 

la encontrada cuando las proteínas están unidas al DNA. 

 En los espectros de C-H1º y C-H1t en 60% de TFE y en 140 mM de NaCl unidos a DNA 

encontramos una componente ubicada alrededor de 1660 cm-1. Esta componente pudiera 

tener una contribución de hélice 310 ya que dicha posición se ha asignado a esa estructura en 

algunos estudios323, 325 y en el péptido derivado del C-terminal de la H1º (residuos 99-121) 

también se encontró hélice 310 en estudios de RMN158. Si hubiese una contribución en esta 

componente proveniente de hélice 310, la cantidad de la hélice α solamente representaría el 

límite inferior de la cantidad total de estructura helicoidal presente en los dominios C-

terminales, la cual podría aumentar hasta casi un 40%. 

La dependencia de la estructura secundaria de los dominios C-terminales de la 

concentración de sal constituye una indicación de la versatilidad conformacional de este 

dominio, que podría ser importante en la dinámica de la cromatina. 
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A pesar de las grandes diferencias en las secuencias aminoacídicas de los dominios C-

terminales de la H1º y la H1t, que tienen sólo un 27,7% de identidad de secuencia, existe 

una gran similitud en la estructura secundaria inducida por el DNA. Esto sugiere la 

presencia de presiones selectivas que ayudan a preservar la estructura secundaria de los 

diferentes subtipos unidos al DNA.  

La estructura inducida en el dominio C-terminal por la unión al DNA es muy estable. 

Realizamos el análisis de la pérdida de la estructura secundaria con la temperatura por IR. El 

C-terminal en los complejos en 10 mM de sal mantiene casi toda la estructura hasta una 

temperatura de 78ºC, a partir de la cual se desnaturaliza cooperativamente. En 140 mM de 

NaCl la estructura del C-terminal se mantiene prácticamente inalterada en el rango de 

temperaturas estudiado (20-80ºC). La componente más sensible a la temperatura en ambos 

casos es la hoja β de baja frecuencia que comienza a disminuir alrededor de los 65ºC, 

ocasionando un aumento de la componente de giros. 

La elevada estabilidad térmica de los complejos C-terminal-DNA puede resultar del 

aumento de la hidrofobicidad asociado a la extensiva compensación de las cargas positivas 

de la proteína por los fosfatos del DNA. Si tenemos en cuenta el elevado contenido de 

lisinas en los dominios C-terminales (~40%), el efecto de la neutralización de las cargas en 

la hidrofobicidad puede ser importante.  La neutralización de cargas se manifiesta en la 

relación +/- de ~1 que se encuentra en los complejos saturados y en la formación de 

estructuras toroidales por los complejos con el DNA, que sólo se forman cuando las cargas 

del DNA están compensadas en más del 90%310, 327, 328. 

El proceso de estructuración como tal también puede contribuir a la hidrofobicidad. En el 

péptido derivado del C-terminal de la H1º, la hélice α formada por los residuos del 99 al 117 

tiene carácter anfipático. En una cara de la hélice se agrupan los residuos básicos, mientras 

que en la otra se crea una zona hidrofóbica por la presencia de residuos con estas 

características158. 

Las IDP se asocian a procesos celulares como el control del ciclo celular, la regulación 

transcripcional y traduccional, el transporte en las membranas y la transducción de señales. 

Un elevado número de proteínas de señalización celular y asociadas al cáncer contienen 

regiones desordenadas, sugiriendo la importancia del desorden intríseco en la señalización y 
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la regulación. Estas regiones desordenadas, muchas veces se asocian al reconocimiento 

molecular y a las modificaciones proteicas, incluida la fosforilación215. 

Los sitios de fosforilación son frecuentes en regiones de desorden intrínseco. Como 

consecuencias estructurales de la fosforilación se han encontrado transiciones del orden al 

desorden y viceversa368. Los cambios conformacionales producto de la fosforilación pueden 

afectar la función de la proteína369, 370. 

La fosforilación es la modificación post-traduccional más importante de la histona H1. Es un 

fenómeno dependiente del ciclo celular y su grado máximo se encuentra en los cromosomas 

metafásicos198, 218. El número de fosfatos varía con el subtipo y la mayoría de los sitios diana 

se encuentran en el dominio C-terminal198.  

La estructura del dominio C-terminal de la histona H1º está modulada por fosforilación. Los 

estados intermedios de fosforilación tienen cantidades variables de estructura secundaria. La 

fosforilación en T152 es la que afecta menos la estructura, con cambios en la proporción de 

los motivos estructurales que no exceden el 6%. La fosforilación en T140 ocasiona la 

disminución de la hélice α del 24% al 19% y la aparición de un 9-10% de ovillo estadístico. 

De las tres posiciones de fosforilación analizadas en el dominio C-terminal de la H1º, la 

fosforilación en la posición T118 parece afectar directamente la cantidad de hélice de los 

complejos con DNA. La tendencia helicoidal de la región inmediatamente anterior a la T118 

ya se observó en los estudios estructurales por RMN y FTIR de un péptido que contiene esta 

zona158, 186. Esta disminución marcada en la componente helicoidal parece indicar que la 

región adyacente a la T118 se encuentra en hélice α en el dominio C-terminal y que la 

fosforilación disminuye la estabilidad de la hélice. Tanto la fosforilación en T118, como las 

modificaciones estructurales que ocasiona, podrían tener un efecto significativo en la 

cromatina, ya que esta posición se ubica en un subdominio que interviene en la asociación 

con el DNA internucleosomal, en el plegamiento y en  la autoasociación de la fibra de 

cromatina178. 

Cuando el dominio C-terminal está completamente fosforilado el complejo formado con el 

DNA tiene características estructurales diferentes. En este caso la hélice α también 

disminuye, posiblemente debido a la fosforilación de T118, y hay un aumento muy 

importante de la estructura β, que depende de la relación proteína/DNA y del estado 

trifosforilado de la molécula. A medida que aumenta la relación proteína/DNA la 
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componente de estructura β aumenta y se hace máxima (72-76%) a relaciones proteína/DNA 

cercanas a la saturación (r=0,7). En esta relación proteína/DNA el C-H1º trifosforilado 

adopta una estructura todo-β. El aumento de la estructura β con la relación proteína/DNA 

podría indicar la interacción proteína-proteína371 o entre los complejos DNA-proteína.  

El aumento de la estrutura β y la disminución de la hélice α como consecuencia de la 

fosforilación se ha descrito en proteínas amiloides. En las encefalopatías priónicas esta 

transición está asociada con la infectividad. En el caso de los priones la analogía es aún 

mayor ya que se ha encontrado que el DNA convierte la estructura celular rica en hélice α en 

una isoforma β soluble, similar a la del estado fibrilar372. También es importante señalar que 

se ha encontrado histona H1 asociada a fibras amiloides261. 

La neutralización de las cargas positivas de las lisinas a pH alcalino favorece el plegamiento 

del dominio C-terminal de la H1º. A pH 12, con el ~97% de las cargas positivas 

neutralizadas, el C-terminal no fosforilado y trifosforilado están estructurados 

significativamente. En ambos casos la estructura secundaria inducida por pH es similar a la 

encontrada con el DNA, donde al parecer la neutralización de las cargas positivas por los 

grupos fosfato constituye uno de los mecanismos moleculares que hacen posible el 

plegamiento del C-terminal unido al DNA. También la estructura secundaria inducida a pH 

12 pone de manifiesto las diferentes tendencias de plegamiento dependientes de la 

fosforilación. 

Las diferencias en la estructura del dominio C-terminal unido al DNA dependientes de 

fosforilación podrían constituir la base estructural de la pérdida de afinidad por el DNA220, 

de la relajación de la cromatina en la interfase221, 222 y del papel de la hiperfosforilación de la 

histona H1 en los cromosomas metafásicos223. Los cambios estructurales asociados a la 

fosforilación también podrían afectar la interacción con otras proteínas como ocurre con la 

HP1α, que a su vez podría influir en el grado de condensación de la cromatina227.  

A pesar de que en la mayoría de los casos las proteínas se estudian en disolución diluida, el 

ambiente intracelular contiene macromoléculas y solutos pequeños que se encuentran en 

altas concentraciones que hacen que una fracción importante del volumen intracelular no 

esté disponible para otras macromoléculas. Se acepta generalmente que los efectos del 

volumen excluido favorecen que las moléculas adopten una conformación más compactada, 

disminuyendo así su propio volumen339, 340, 341, 342. En el caso de las IDP se ha encontrado 
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que en algunos casos la aglomeración (crowding) macromolecular induce la formación de 

conformaciones compactas344. El dominio C-terminal de la histona H1 pertenece a este tipo 

de IDP. 

En presencia de Ficoll 70 y PEG 6000 el dominio C-terminal se estructura 

significativamente, adquiriendo un 14-19% de hélice α, un 22-31% de hoja β, un 16-26% de 

giros y un 20-30% de lazos abiertos, según el subtipo y el agente aglomerante utilizado. La 

estructuración está asociada con la aparición de un núcleo hidrofóbico, como se puede 

constatar por el aumento de la unión de ANS en condiciones de aglomeración. Es interesante 

destacar que el elevado contenido de aminoácidos básicos presentes en el dominio C-

terminal no impide el plegamiento en condiciones de aglomeración. Las proporciones de los 

motivos de estructura secundaria en condiciones de aglomeración son comparables a las 

encontradas en los complejos formados con el DNA, aunque la hélice α es algo más 

abundante en los complejos con DNA y la hoja β en condiciones de aglomeración333.  

La compactación del C-terminal en presencia y ausencia de agentes aglomerantes se estudió 

por SAXS. Los cambios en la forma global fueron analizados mediante el plot de Kratky 

(Q2I(Q) vs. Q). La representación de Kratky tiene un máximo característico en los estados 

nativos y de glóbulo fundido (molten globule), que no se observa en los estados no 

globulares como son el ovillo estadístico o el pre-glóbulo fundido334. En presencia de 

agentes aglomerantes el plot de Kratky de la dispersión de rayos X del C-terminal de la H1t 

en 30% de Ficoll tiene una forma de campana típica de los estados globulares. En ausencia 

de agentes aglomerantes en el plot de Kratky encontramos un aumento gradual característico 

de muchas proteínas desestructuradas. El radio de giro calculado en presencia de tampón, o 

sea en condiciones no estructurantes, fue de 25,0 Å. Este valor disminuye en condiciones de 

aglomeración hasta 14,8 Å, confirmando el plegamiento del dominio C-terminal en un 

estado más compacto.  

Se analizó la desnaturalización térmica del C-terminal en presencia de agentes aglomerantes 

mediante IR y DSC (Differential scannig calorimetry). El efecto de la temperatura analizado 

por IR muestra una disminución progresiva de la estructura secundaria entre 20 y 85 ºC. En 

este mismo intervalo de temperaturas en el DSC encontramos un aumento lineal de la 

capacidad calorífica, sin el pico de absorción de calor típico de las proteínas plegadas 

cooperativamente356.  
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La combinación de los resultados obtenidos mediante SAXS, IR y DSC indica que el 

dominio C-terminal en presencia de agentes de aglomerantes no está plegado 

cooperativamente a pesar de que la estructuración y compactación se aproximan a los del 

estado nativo, considerando como estado nativo la estructura del dominio C-terminal unido a 

DNA. Estas características indican que el dominio C-terminal en presencia de agentes 

aglomerantes adopta un estado de glóbulo fundido357, 358, 359, 360, 361. El glóbulo fundido es un 

estado intermedio en el plegamiento de las proteínas que se define como un estado dinámico 

y compacto de la cadena polipeptídica caracterizado por un contenido de estructura 

secundaria muy parecido al estado nativo, pero que carece de los contactos fijos de la 

estructura terciaria nativa y que por tanto no experimenta desnaturalización cooperativa360. 

También se caracteriza por una mayor sensibilidad a las proteasas, mayor afinidad por el 

ANS y un aumento del radio hidrodinámico del 15% que corresponde a un aumento de 

volumen del 50%335. El plegamiento inducido por la unión al DNA en el dominio C-terminal 

de la histona H1 sí es cooperativo y muy estable333. La transición del estado de glóbulo 

fundido al estado nativo podría estar favorecida por el aumento de hidrofobicidad causado 

por la compensación de las cargas positivas del C-terminal por los fosfatos del DNA. 

La similitud de las proporciones de los diferentes motivos de estructura secundaria 

encontrados en presencia de aglomeración y en los complejos con el DNA, sugieren que en 

presencia de agentes aglomerantes la estructura se aproxima a la del complejo con DNA. 

Ello podría ser ventajoso en la dinámica estructural de la cromatina, ya que el paso del 

glóbulo fundido al estado nativo (unido al DNA) podría ser mucho más rápido361. El 

plegamiento del C-terminal en condiciones de aglomeración también podría facilitar la 

difusión en el núcleo celular. Este efecto compensaría la disminución de la difusión asociada 

a la aglomeración362, 363. El incremento de la difusión podría tener consecuencias funcionales 

ya que el intercambio de las moléculas de H1 entre los sitios de la cromatina ocurre 

mediante un intermediario soluble180.   

También estudiamos el efecto de los agentes aglomerantes en el dominio C-terminal 

completamente fosforilado por la CDK2 y no encontramos cambios en la estructura 

secundaria, por lo que al parecer el efecto inducido por la aglomeración macromolecular no 

está afectado por la fosforilación. A partir del mismo glóbulo fundido podrían originarse las 

diferentes estructuras encontradas en los complejos con DNA, dependientes del estado de 



Discusión general 
_________________________________________________________________________________________ 

 136

fosforilación del dominio C-terminal. Estos efectos observados en la estructura del dominio 

C-terminal reflejan la versatilidad estructural que se ha encontrado en algunas IDP374. 

Dunker y col. postularon el Modelo de la Trinidad Proteica375 (Protein Trinity Model) (Fig. 

52) que establece que una proteína intracelular o sus regiones funcionales pueden existir en 

tres estados termodinámicos, ordenado, glóbulo fundido y desordenado u ovillo estadístico. 

La función de dicha proteína puede encontrarse en cualquiera de las tres conformaciones o 

en las transiciones entre sí.  

 

 

 

 

 

 
Figura 52. Modelo de la Trinidad Proteica375. 

 

En este trabajo hemos caracterizado desde el punto de vista estructural estos tres estados 

para el dominio C-terminal de la histona H1. El estado desestructurado se encuentra 

fundamentalmente en disolución acuosa, mientras que las condiciones de aglomeración 

intracelular inducen el glóbulo fundido con las ventajas cinéticas antes mencionadas. El 

plegamiento cooperativo resulta de la interacción con el DNA y su estructura secundaria está 

modulada por la fosforilación de los motivos (S/T)-P-X-(K/R) por la CDK2. 

El dominio C-terminal de la histona H1 se ha descrito usualmente como la cola C-terminal, 

haciendo alusión a su estado desestructurado en disolución acuosa183, 184. Sin embargo, la 

caracterización estructural del C-terminal unido al DNA y del glóbulo fundido inducido en 

condiciones de aglomeración macromolecular demuestra que al parecer en el interior de la 

célula, ya sea en estado libre o unido al DNA, el dominio C-terminal tiene una estructura 

secundaria definida y compacta. 

Ordenada 

Desordenada Glóbulo fundido 
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Conclusiones. 
1. La preferencia por las secuencias SAR de la histona H1 no es específica de subtipo. 

Los subtipos de la histona H1 de mamíferos, H1a-e, H1º y H1t, tienen preferencia 

por las SAR. 

2. La preferencia de la histona H1 por las SAR está determinada por el dominio C-

terminal. La protamina, relacionada evolutivamente con la histona H1, también tiene 

preferencia por las SAR. 

3. La preferencia por las SAR del dominio C-terminal y de la protamina es 

independiente de la longitud y del contenido de AT. La distamicina es capaz de 

eliminar dicha preferencia, lo que indica que la interacción involucra el surco menor 

del DNA. 

4. Los dominios C-terminales de las histonas H1º y H1t se encuentran desestructurados 

en disolución acuosa. La interacción con el DNA induce la estructuración completa 

de dichos dominios, caracterizada por la presencia de hélice α, estructura β, giros y 

lazos abiertos. El TFE también es capaz de inducir estructura secundaria en los 

dominios C-terminales con caracteríasricas similares a las encontradas en los 

complejos con DNA. 

5. La estructuración inducida por el DNA en los dominios C-terminales es dependiente 

de la fuerza iónica, alcanzándose la estructuración completa en condiciones de sal 

fisiológicas (140 mM NaCl).  

6. La estructura de los dominios C-terminales en los complejos con DNA se matiene 

estable a altas temperaturas. Los complejos en 10 mM de NaCl se desnaturalizan 

cooperativamente a 78ºC, mientras que los complejos en 140 mM de NaCl se 

mantienen estables hasta el límite experimental de 80ºC. 

7. El acoplamiento entre la unión al DNA y la inducción de estructura secundaria en el 

C-terminal de la histona H1 permite incluir este dominio en el grupo de las proteínas 

intrínsecamente desordenadas que funcionan mediante el reconocimiento molecular.   

8. Los dominios C-terminales de las histonas H1º y H1t adquieren estructura secundaria 

en presencia Ficoll 70 (30%) y PEG 6000 (30%). La estructura secundaria inducida 

es similar a la encontrada con el dominio C-terminal unido a DNA y no está afectada 

por la fosforilación de los motivos (S/T)-P-X-(K/R). 
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9. En presencia de agentes aglomerantes la representación de Kratky de la dispersión de 

rayos X a bajo ángulo tiene la forma de campana típica de los estados compactos 

(glóbulo fundido, estado nativo), que está de acuerdo con la disminución del radio de 

giro de 25,0 Å en tampón a 14,8 Å en condiciones de aglomeración. La 

compactación va acompañada de la aparición de un núcleo hidrofóbico como indica 

el aumento de la unión de ANS. 

10. El dominio C-terminal de la histona H1 en presencia de agentes aglomerantes no está 

estructurado cooperativamente, como indican la desnaturalizacón térmica por IR y el 

DSC que muestran una pérdida gradual de la estructura secundaria. 

11. Una proporción de estructura secundaria semejante a la nativa junto con una 

compactación propia de los estados globulares en ausencia de plegamiento 

cooperativo indica que el el dominio C-terminal de la histona H1 en presencia de 

agentes aglomerantes se encuentra en un estado de glóbulo fundido. 

12. La fosforilación de los tres motivos TPKK del dominio C-terminal de la histona H1 

induce un cambio estructural caracterizado por la disminución de la proporción de la 

hélice α y un aumento de la estructura β. La magnitud del cambio depende de la 

relación proteína/DNA. A relaciones cercanas a la saturación (r=0,7) la 

conformación de la proteína es del tipo todo-β (72-76%). 

13. La fosforilación de uno o dos de los tres sitios TPKK presentes en el C-terminal de la 

H1º tiene diferentes efectos estructurales. La fosforilación en T152 es la que menos 

afecta la estructura con una variación en la proporción de los diferentes motivos 

estructurales que no supera el 6%. La fosforilación de T140 disminuye la proporción 

de hélice α (del 24% al 19%) y origina un 9-10% de ovillo estadístico. La 

fosforilación en T118 es la que afecta más profundamente la estructura del C-H1º, 

con una disminución significativa de la hélice α (del 24% al 10%), que va 

acompañada de la aparición de un 18-20% de ovillo estadístico. El efecto 

desestabilizador de la fosforilación en T118 sobre la hélice α se confirma en los 

dominios doblemente fosforilados. 

14. La neutralización de las cargas positivas de las lisinas por los grupos fosfato puede 

ser una de las causas que permiten la estructuración del dominio C-terminal en los 

complejos con el DNA. A pH 12, con un ~97% de las lisinas neutralizadas, se induce 
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una estructuración extensiva del dominio C-H1º no fosforilado y trifosforilado. En la 

estructura secundaria inducida en el dominio C-H1º no fosforilado predomina la 

hélice α y en el C-H1º trifosforilado predomina la estructura β. La estructura en 

ambos casos se aproxima a la encontrada en los complejos con el DNA. 
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