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INTRODUCCION

Las hormonas esteroides modulan las funciones celulares de los tejidos «blanco»,
interaccionando directamente con el material genético. De acuerdo con los estudios
realizados hasta el momento presente!, 2, 3, la clave reside en el nimero de moléculas
que, previamente unidas a su receptor citoplasmatico, son capaces de activar los
lugares aceptores especificos de la cromatina. Esta asociacién de los complejos
hormona-receptor con la cromatina precede siempre a los cambios en la sintesis de
RNA y proteina que se observan tras la exposicién de los tejidos «blanco» a los
esteroides®, 5, 6,

En 1972, O’MALLEY y cols.” demostraron la capacidad de los complejos *H-
progesterona-receptor del oviducto de pollo, de unirse «in vitro» a la cromatina del
mismo origen. Dicha cromatina, al incubarla con el esteroide-receptor se saturaba a
un nivel 3 a 9 veces superior al de la cromatina de otros tejidos que no son «blanco»
de la progesterona, como eritrocito, bazo, corazén o pulmén?. Otros investigadores!,
trabajando en el mismo laboratorio, han puesto de manifiesto que esta distinta
sensibilidad a la progesterona se debe a que en la cromatina nuclear de los tejidos «no
blanco», los aceptores se encuentran bloqueados, enmascarados con proteinas
cromosémicas cuya extraccién secuencial se traduce en un incremento del nimero
de complejos *H-progesterona-receptor retenidos por la misma. En estas condiciones,
la especificidad tisular de la interaccién 3-H-progesterona-receptor con la cromatina
se reduce. Esta aparente paradoja se resuelve si consideramos la existencia de dos
tipos de aceptores, cuya presencia ha sido ya puesta en evidencia «in vivo» por
WEBSTER y SPELSBERG2, unos de baja afinidad —que se encuentran tanto en los
tejidos «blanco» como «no blanco»— y otros de alta afinidad —exclusivamente de
los tejidos— «blanco».

Existe una correlacién entre ambos tipos de aceptores y el enmascaramiento por

* Citedra de Tecnologia y Bioquimica de los Alimentos, Facultad de Veterinaria, Universidad de Leén.
An. Fac. Pet. Lean, 1981 30, 233-210.
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distintos grupos de proteinas cromosémicas®. (.:uando se e.xlrav'n‘ ‘I‘a’.» hl:—l)l:::l:.l:nlb((;
obtiene un aumento de lugares aceptores disponibles Para la interac (lmn'. p\t o tanto
en los tejidos «blanco» como «no blanco». Un nuevo |ncrer.nento 5:[’)(:;{?‘;;:1‘1;'.9“(10
eluyen dos grupos de proteinas acidas, las fracciones denominadas _:h.m ;Lbldu‘il
en este caso, especifico de los tejidos «blanco» y es qoue en esfa_crcl)ma i e
donde las proteinas son reducidas hasta apenas un 5% del ongmda lp(:race )wrw =
fraccién de proteinas 4cidas, la AP;, que contiene la mayor parte e- o [q ores ¢
alta afinidad. La identificacion de la fraccién AP, como verda‘deros dulplo_re: lz,mnr
afinidad ha sido posible mediante el empleo de cromatinas hibridas. A l::::.;:ie m(w
dicha fraccién procedente de un tejido «blanco» (owdtfclo) a l_a’cr(;)mla‘ T
«no blanco» (bazo), esta altima adquiere la capacidad de interaccién de los complej
$H-progesterona-receptor propia del oviducto!, 7. - lejos *Heproges.

En el trabajo que se presenta se estudia la interaccién de los E(Tmp eitermicos' >
terona-receptor con la hipéfisis, uno de sus tejidos «b-lanco»ﬂmdts).l(’:ara " .U“an .
que en ella se modula la secreccién de gonadatropinas. También se ap

j 3 tor de origen
resultados obtenidos empleando complejos 3H-progesterona-recep g
hipotalamico.

MATERIAL Y METODOS

Material bioldgico

Se emplearon pituitarias e hipotalamos de ovejas y carneros de raza churra de seis
meses de edad, obtenidas a partir de animales en el ma-ta?d_ero. 30" desnude).

Los tejidos se extrajeron inmediatamente tras el sacrificio (mflx'. l ‘ ;j“rajo
Tras la decapitacion se practicé un corte transversal en’ la zo’na occipital y sd.eme .
la masa encefilica a partir de la cual se diseccioné el arezll‘corresp:npa ey
hipotilamo de acuerdo con el protocolo descrito por BAR RA‘CLOL(,H, 197'.‘;3l . oi; o
mente se procedié a la extraccién de la pituitaria, alojada en la silla tu
esfenoides,

congelados
Los tejidos se mantuvieron a 0-42 C cuando se procesaron en fresco y g
a —30° C si se almacenaban hasta su uso.

Radiosiétopos

El' 3H-progesterona, 80-110 Ci/mmol (TRK 413) fue suministrado por The
Radiochemical Centre, Amersham, Bucks (Inglaterra).

Preparacién de la cromatina

ituitari 1guid imiento
Para la preparacién de la cromatina de pituitarias se sngu;lo el pro_cedl.r’nl e
1 ogenizacion,
previamente descrito por PERRY y cols.!?. Previamente a su homog
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pituitarias se distribuyeron en grupos de 8-18 unidades (0,3-0,5 g cada una) de
acuerdo con el sexo.

Unién de la cromatina a la celulosa, segiin Litman'!

La cromatina se suspendié en tampén Tris/C1H 6mM, pH = 7,5, conteniendo
EDTA 0.1 mM, SO;HNa lmH y 2-mercaptoetanol 20 mM; y se homogenizé
lentamente con 0,5-2 g de celulosa (Whatman CC-41), tratada previamente con CIH
IN, lavada con agua destilada y liofilizada. A continuacién se centrifugé (estas
operaciones se realizaron en camara fria, a 42 C), y el sedimento obtenido se liofilizé
de nuevo.

El liofilizado se suspendié en 30-50 ml de etanol absoluto, manteniéndose en
agitacion durante 307, tras lo cual fue expuesto a la luz ultravioleta durante 10" a una
distancia de 10 em, manteniéndose siempre en agitacién lenta.

El etanol se separé por filtracién y la cromatina-celulosa fue lavada con 300 ml de
buffer Tris/CIH 2 mM, pH = 7.5, conteniendo EDTA 0,1 mM, SO;HNa 1 mH y
2-mercaptoetanol 20 mM. Tras la eliminacién del buffer la cromatina-celulosa se
liofilizé6 y se almacené en seco a temperatura ambiente.

Preparacion de los complejos receptor de alta afinidad (HAR)-H-progesterona

Las hipéfisis y los hipotilamos, se homogenizaron en buffer Tris/CIH 10 mH,
pH = 7.4, conteniendo sacarosa 0,32 M y 2-mercaptoetanol 100 mM con la ayuda de
un homogenizador de Potter. El homogenizado obtenido se centrifugé a 105.000 xg
durante 90". El sobrenadante de esta dltima centrifugacién constituye el citosol.

Al 3H-progesterona, una vez evaporado el disolvente que lo contenia con Ny, se
afiadié el citosol, manteniéndose 90° en lenta agitacién, tiempo necesario para la
formacién de los complejos 3H-progesterona-receptor.

Los complejos *H-progesterona-receptor se precipitaron con SO, (NH,), saturado,
pH = 7,2 al 35% de saturacién, que se afiadié lentamente por un espacio de 15". Tras
mantener 30" en agitacién la mezcla, se centrifugé a 10.000 xg durante 15-20, y los
sedimentos se almacenaron a —30° C.

Previamente a su utilizaciéon, los sedimentos se disolvieron en tampén Tris/CIH
5 mH de pH = 7.5 conteniendo CIK 0,15 M, EDTA 0,5 mM y 2-mercaptoetanol
50 mM; y se dializaron contra 300 ml del mismo buffer durante tres horas a 4% C,
cambiando tres veces el tampén. El dializado se centrifugé a 10.000 xg durante cinco
minutos, y se tomaron alicuotas (50 pl) para la determinacion de la radiactividad
especifica (cpm/mg de proteina).

Extraccion de la cromatina-celulosa, incubacién de los complejos hormona-receptor con la
cromatina y recuento de radiactividad

Alicuotas de cromatina-celulosa, tres réplicas de 10 mg cada una, se hidrataron

con una disolucién de EDTA 0,1 mM, SO,HNa 1 mM y 2-mercaptoetanol 20 mM en
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tampén Tris/CIH 2 mM, pH = 7.5, durante 30 minutos a 0-4° C. A continuacién
fueron extraidas con al menos 20 voliamenes del buffer de extraccion correspon-
diente y lavadas con tampén Tris/CIH 2 mM, pH = 7.5, con EDTA 0,1 mM (para la
extraccién de clorhidrato de guanidina) o con tampén Tris/CIH 10 mM, pH = 7,5
(para la extraccién con CINa y CINa + Urea).

Los complejos hormona-receptor se incubaron durante 90 minutos con las
cromatinas extraidas, y los complejos radiactivos no unidos se eliminaron lavando
tres veces con tampon Tris/CIH 2mM, pH = 7,5, EDTA 0,1 mM. Al sedimento se le
afiadié 1 ml de NCS (solubilizador tisular) v se mantuvo a 372 C durante una hora,
tras lo cual se afadieron 110 ul de CIH 6N. La mezcla se transfirié cuantitativa-
mente a viales de centelleo con tres lavados de 4 ml de Instagel. Las muestras se
contaron durante 10 minutos una vez que la temperatura se hubo estabilizado. Para
el recuento se empleé un espectrometro liquido de centelleo, modelo Intertechnique

SL-30.

Andlisis quimico de la cromatina-celulosa

En las muestras de cromatina-celulosa, tal como fueron preparadas o extraidas
con CINa/Urea o con CIHGu, se determiné su contenido en DNA proteina total,
proteinas dcidas e histonas.

La proteina se cuantificé por el método de LOWRY!2, empleando seroalbimina
bovina (Sigma) como patrén para las proteinas dcidas y totales e histonas de timo de
ternera (Sigma, tipo 11-S) para las histonas. Las proteinas totales se extrajeron con
NaOH 0,5 M a 372 C durante 60 minutos. Las histonas fueron extraidas con
ClH 0,2 M a 22 C durante 30 minutos, y a continuacién se extrajeron las proteinas
dcidas con NaOH 0,1 M a 372 C durante 60 minutos.

El DNA se determing por el método de GILES & MYERS', modificacién del
método de BURTON!4, utilizando DNA de timo de ternera (Sigma) como patrén.

RESULTADOS

Caracterizacién de los componentes del ensayo «in vitro»

La tabla I muestra los resultados del anilisis quimico de las cromatinas empleadas
en la interaccién con los complejos *H-progesterona-receptor. Se expresa el

TABLA 1

Composicion quimica de las cromatinas empleadas en el ensayo «in vilro»

Los datos abajo expresados corresponden a la media de tres réplicas de 15-30 mg cada una.

ug/mg de cromatina-celulosa

Proteinas

Fecha de preparacién  Proteina total Histonas  Proteinas acidas DNA Histonas/DNA acidas/DNA
20-febrero-79 21,80 5,00 11,80 4,63 1,07 2,54
27-febrero-79 20,20 2,90 8,00 3,56 0.81 2,24
20-enero-80 18,10 6,90 10,10 5,46 1,25 1.83
MEBTA 2oi o s co vasivimas om i i assoss B8 ousey anss e (1,04) (2,20)
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contenido en DNA, proteina total, histonas y proteinas dcidas, asi como los cocientes
histonas/DNA vy proteinas dcidas/DNA.

Los datos obtenidos concuerdan con las determinaciones efectuadas por otros
autores, STEIN'>, PERRY v LOPEZ (1978), que encuentran valores en torno a la unidad
para la relacion histonas/DNA y de 0,5-2,5/1 para la de proteinas dcidas/DNA,
similares a los aportados por nosotros (1,04 para histonas/DNA y 2,20 para
proteinas/DNA).

En cuanto al otro componente del ensayo «in vitro», los complejos 3H-proges-
terona-receptor, dichos complejos se prepararon a partir de hipéfisis e hipotalamos
de ovejas de seis meses de edad (véase tabla I1).

Interaccion de los complejos 3H-progesterona-receptor con la cromatina nativa

Los complejos *H-progesterona-receptor de hipéfisis e hipotalamo se incubaron
con las cromatinas preparadas, previamente hidratadas con una disolucién de EDTA
0.1 mM, SO,HNa | mM y 2-mercaptoetanol 20 mM en tampén Tris/CIH (pH = 7,5).
Tras el lavado para eliminar los complejos no unidos, se cuantificé la radiactividad
ligada a la cromatina-celulosa. Los resultados obtenidos (tabla I1) muestran que la
capacidad aceptora de la cromatina de pituitaria simplemente hidratada para los
complejos *H-progesterona-receptor es baja.

Estos resultados nos movieron a someter, en los experimentos subsiguientes, a la
accion de diferentes agentes desproteinizantes con objeto de desenmascarar los

lugares aceptores.

Efecto de la extraccion con ClNa y CINa/Urea sobre la composiciin quimica de la
cromatina v su capacidad de interaccion con los complejos *H-progesterona-receptor

Alicuotas apropiadas de cromatina-celulosa se extrajeron con CINa 2M y con
CINa 2M seguido de CINa 3M + Urea 5M. En ambos casos el pH del bufi:er de
extraccion se ajusté a 6,0, 7,2 y 8,3.

La extraccion con CINa 2M (fig. 1), que tiene por objeto deshistonizar la
cromatina, demostré ser mas efectiva a pH = 6,0 tanto en lo que a cantidad de
histonas remanente se refiere, como en lo que hace relacién al cociente proteina/
DNA. que es el mis bajo de los pH estudiados.

Respecto al procedimiento de extraccién en dos etapas, primero con CINa 2M
seguido de CINa 3M + Urea 5M (fig. 2), cuya finalidad es eluir las proteinas dcidas
enmascaradoras (fracciones AP, y AP,), muestra ser mis eficiente a pH = 7,2. De
acuerdo con estos resultados, en los subsiguientes experimentos de interaccién, la
extraccion con ClINa 2M se efectué a pH = 6,0 y la correspondiente a CINa 3M +
Urea 5M a pH = 7.2.

Al analizar la influencia de la extraccién de la cromatina con CINa 2M y CINa
3M + Urea 5M sobre su capacidad de interaccién con los complejos *H-progesterona-
receptor, no se reprodujeron los resultados de WEBSTER y col. (1976), quienes
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Figura 1.—Efecto del pH sobre la composicién quimica del complejo cromatina celulosa (muestra:
machos, 20-enero-80) extraida con el solvente C1Na 2M.

P.T.—proteinas totales.

H.—histonas.

A.P.—proteinas dcidas.

Mg /mg crom-cel.
]

o =

72 8, pH

Figura 2. —Efecto del pH sobre la composicion quimica del complejo cromatina celulosa (muestra:
machos, 20-enero-80) extraida con el solvente CINa 3M + Urea 5M.
P.T.—proteinas totales.

H.—histonas.
A.P.—proteinas acidas.
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empleando cromatinas de oviducto de pollo logran un incremento en el nimero de
complejos retenidos al eluir las histonas v proteinas dcidas sucesivamente. En los
experimentos por nosotros realizados, cuvos resultados se muestran en la figura 3, no
conseguimos exponer un nimero de aceptores para la interaccion con el esteroide-
receptor, adicional al va existente en la cromatina hidratada.

Efectos de la extraccion con CIHGu sobre la composicion quimica de la cromatina v su

capacidad de interaccién con los complejos *H-progesterona-receptor

Al igual que en el caso del CINa v CINa + Urea, las cromatinas se extrajeron con
molaridades de clorhidrato de guanidina (CIHGu) de concentracion creciente (OM,
IM, 3M y 5M). La composicion quimica de la cromatina residual tras la extraceion se
muestra en la figura 4. Se observa un descenso de las proteinas acidas y totales a
medida que se incrementa la molaridad de la disolucién de CIHGu. Las histonas por
su parte, son extraidas practicamente por completo a concentraciones de CIHGu
superiores a 3-4 M.

Respecto al contenido en DNA, no se observa descenso alguno con relacion a la
cromatina inicial, hecho que es extensible también a la extraccion con ClNa v
CINa + Urea. Ello demuestra que no hubo pérdidas de cromatina durante la
extraccién y el lavado, y que la unién del DNA a la matriz de celulosa fue
satisfactoria en todos los casos.

Al analizar la capacidad aceptora de la cromatina, mediante la extraccion
secuencial de las proteinas cromosémicas con CIHGu, hemos podido comprobar
(figura 4) que el namero de complejos *H-progesterona-receptor unidos. se
incrementa correlativamente con el descenso de las histonas y proteinas dcidas
enmascaradoras (fracciones AP, y AP, de Spelsberg). En la cromatina extraida con
CIHGu 5M persiste una fraccién de proteinas dcidas (AP,), siendo en estas
cclmdiciones cuando la interaccién *H-progesterona-receptor con la cromatina de
hipdfisis de oveja alcanza su valor mis alto.

Influencia del tejido de procedencia del receptor sobre su interaccién con la cromatina

Aunque en los experimentos de interaccién, cuyos resultados se muestran en las
figuras 3 y 4 se emplearon indistintamente complejos 3H-progesterona-receptor de
origen hipofisario o hipotaldmico, nos parecié conveniente evaluar si el tejido de
origen del receptor podia influir en los niveles de interaccién. Los resultados
expuestos en las figuras 5 y 6 permiten afirmar que no existen diferencias atribuibles
a que el tejido de procedencia del receptor sea hipéfisis o hipotalamo de oveja.

Otro hecho que puede deducirse de las figuras 5 y 6 es que la interaccidn
3H-progeslerona-receplor con la cromatina, es un proceso saturable, como lo
demuestra el que al afiadir cantidades crecientes de complejos hormona-receptor
aumenta paralelamente el nimero de complejos unidos, hasta que alcanzada una
determinada concentracion de proteina receptora (2,73 mg) resulta imposible lograr
un incremento adicional de *H-progesterona-receptor ligada.
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Figura 3. —Efecto de la extraccion con CINa 2M v CINa 3M + Urea 5M sobre la interacceion del receptor
progesterona de hipotalamo con el complejo cromatina-celulosa de pituitaria de dvido (muestra, 20-
enero-80).

Muestras de cromatina-celulosa después de hidratadas con el tampon correspondiente, fueron deshistoni-
zadas con CINa 2M. Otras réplicas después de extraerlas con CINa 2M se les sometio a un desenmasca-
ramiento proteico con CINa 3M + Urea 5M.

la linea + + representa el nivel de interaccion antes eitado. Los valores de DNA v
proteina/mg de cromatina-celulosa que permanecen ligados a la matriz de cromatina-celulosa tras la

extraccion, también quedan reflejados en la grifica.
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Figura t.—Interaccion del receptor hipotalimico de progesterona con el complejo cromatina-celulosa de
pituitaria de carnero (muestra, 20-enero-80) tratada con CIHGu (@ @®).

Tres réplicas de 10 mg cada una, después de hidratadas, se extrajeron con distintas molaridades de
CIHGu (IM y 5M). a continuacién se incubaron con 800 ul de *H-progesterona-receptor (radiactividad
especifica: 2,3 X 10° epm/mg proteina) preparados a partir de hipotilamos de ovejas v carneros,
cuantificindose después la radiactividad ligada.

En esta grafica se representa también el contenido en histonas (O __0). proteinas dcidas (& A)

v DNA (k%) de la cromalina-celulosa residual después de la extraceion con CIHGu 1y 3M. A la

izquic:rda de la grafica se muestra una electroforesis en gel de aerilamida (10%) de proteinas acidas

extraidas de la eromatina. La electroforesis de proteinas acidas se realizo siguiendo el método deserito por
WeEBER vy Ospory (1969).
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Figura 5.—Curva de saturacién de la cromatina de pituitaria de 6vido con los complejos 3H-progesterona-
receptor del mismo origen.

En ensayo se realizo empleando muestras de eromatina-celulosa (macho, 1-marzo-79) extraidas primero
con CINa 2M (ph = 0) v posteriormente con CINa 3M + Urea 5M (pH = 7.2). El contenido en DNA da
cada muestra fue de 22 pg.

La radiactividad especifica del complejo *H-progesterona-receptor empleado en este experimento fue de
2.4 X 10° cpm/mg proteina.

Las barras verticales representan el rango de valores obtenidos en los ensayos efectuados por triplicado.
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T EL 500 80
‘I.I| receptor progesterona
Figura 6.—Curva de saturacion de la cromatina de pituitaria de évido con los complejos *H-progesterona-
receplor, |er't'dt'lllt'n de hipnlé]anms,

El complejo *H-progesterona-receptor empleado en esta curva de saturacidan, se obtuvo de hipotilamos de
animales de la misma edad y especie.

Muestras de cromatina-celulosa (macho, 1-marzo-79) después de hidratadas con el tampén correspon-
diente, se extrajeron primero con CIHGu IM y posteriormente con CIHGu 5M. Las muestras extraidas se

incubaron con el complejo *H-progesterona-receptor (radiactividad especifica: 0,55 X 10° cpm/mg de
proteina).

la radiactividad ligada, tras la incubacion v el lavado, se cuantificé en un contador de centelleo.
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Interaccion de los complejos progesterona-receptor con la cromatina nativa v extraida

con ClHGu

Una vez determinadas las condiciones éptimas de interaccion «in vitro» de los
complejos *H-progesterona-receptor con la cromatina, procedimos a evaluar el
nimero de lugares de interaccién para dichos complejos, tanto los disponibles
directamente en la cromatina hidratada como los que se encuentran enmascarados
por proteinas cromosémicas, demostrables mediante la elucion progresiva de dichas
proteinas bloqueadoras.

Los resultados obtenidos se muestran en la tabla 11, donde encontramos que la
extraccion con CIHGu ya permite el acceso de un nimero de receptores 1,6 veces
superior al observado en la cromatina hidratada. Pero es la extraccion con CIHGu 5M
la que logra exponer la mayor parte de los aceptores, como lo demuestra el
incremento de complejos retenidos por la cromatina (2,1 veces superior a la
hidratada). De nuevo comprobamos (tabla 1I) que el tejido de procedencia del

receptor no influye sobre la interaccién, lo cual corrobora los datos obtenidos
anteriormente.

DISCUSION

Los resultados del estudio de la interaccion de los complejos *H-progesterona-
receptor con la cromatina de hipéfisis de oveja obtenidos por nosotros, confirman las
conclusiones alcanzadas por otros autores, responsabilizando de una manera
preponderante a la composicién de la cromatina de los distintos niveles de
interaccién con los complejos progesterona-receptor (2,10). WEBSTER y cols. (1970),
estudiando «in vitro» la interaccién de los complejos 3H-progesterona-receptor con la
C’rolmatina de oviducto de pollo, encuentran que mientras en la cromatina nativa
unicamente el 30% de los aceptores se hallan disponibles para la interaccion, la
eluccién de las histonas permite la exposicion de casi un 40%, en ambos casos
referido al total de lugares observables al extraer las proteinas dcidas enmascaradoras
(100 % de sitios disponibles). Estos resultados son equiparables a los obtenidos por
nosotros, donde la cromatina hidratada presenta un 40 % de lugares de interaccién y
la deshistonizada un 609 respecto a la extraida con CIHGu 5M.

No obstante, el namero de complejos 3H-progesterona-receptor unidos después
deﬂl desenmascaramiento de la cromatina, es inferior a los descritos por PERRY ¥
LOPEZ (1978) para hipotalamos de ovejas y por WEBSTER y cols. (1976) con oviducto
de pollo, en ambos casos se utilizaron los mismos sistemas libres de células empleados
por nosotros.

Resulta imposible argumentar, en este sentido, que la cromatina de pituitaria de
ovido se comporta como un tejido «no blanco» por las siguientes razones: 1) La
cromatina hidratada presenta un alto porcentaje (cerca del 40%) de aceptores
expuestos, lo cual contrasta con los datos aportados por WEBSTER para la cromatina
de bazo (sélo el 6%), 2) al extraer las proteinas acidas enmascaradoras (AP, y AP,)
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se obtiene un incremento sustancial del namero de aceptores titulables, y 3) la
interaccion cromatina de hipéfisis/progesterona-receptor es un proceso saturable,
hecho que demuestra que los aceptores cuantificados por nosotros son de alta
afinidad. especificos de los tejidos «blanco».

Pensamos que mas bien estas diferencias deben ser de tipo fisiolégico, cuya
influencia en la interaccion esteroide-receptor con la cromatina ha sido reconocidaZ,

En lo que si hay una plena coincidencia entre la mayoria de los grupos de
investigadores mencionados, y en este sentido nuestros experimentos vienen a
corroborarlo, es atribuir a un grupo de proteinas dcidas de la cromatina (concreta-
mente a la fraccion APy) la responsabilidad de la interaccion esteroide-receptor con
la cromatina. Esta fraccion estaria constituida por proteinas de bajo peso molecular y
serian por tanto las responsables del anclaje del receptor a la cromatina con alta
afinidad.

RESUMEN

Se ha estudiado la interaccién de los complejos *H-progesterona-receptor con la
cromatina de hipéfisis de 6vido. La capacidad aceptora de dicha cromatina en estado
nativo es baja, ya que aproximadamente el 60% de los lugares de interaccién se
encuentran bloqueados por histonas y proteinas dcidas enmascaradoras. La despro-
teinizacion parcial de la cromatina permite el acceso de un nimero adicional de
complejos progesterona-receptor.

El ndmero méaximo de complejos unidos a la cromatina se obtiene cuando en ésta
s6lo permanece unido al DNA una fraccién de proteinas acidas (AP;), a la que se
atribuye dicha capacidad aceptora.

THE BINDING OF 3H-PROGESTERONE-RECEPTOR
COMPLEXES FROM SHEEP PITUITARY
AND HYPOTHALAMUS TO SHEEP PITUITARY
CHROMATIN

SUMMARY

Chromatin isolated from nuclei of sheep was linked to cellulose in u.v. light. The
saturation binding of 3-labelled progesterone-receptor complexes, prepared by (NH,),
SO, precipitation from the 105.000 xg supernatant of pituitary and hypothalamic
cytosol, was then mesured. The binding of labelled receptor complexes to chromatin
increased after removal of histones and masking acidic proteins. The progesterone-
receptor complex acceptor sites appeared to be associated with a fraction of
chromosomal nonhistone proteins, termed AP;.
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