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"En células sucariotasz, =1 (HA ze asocisz a protelinas histaonas

]
u]
2

constituvendo unidades repstitivas deneminadgz nucleo: as,

Los nucleosomsz =e sncuentran pressntes en aguellas regiones
dez la cromatina celulsr activa en replicacidn o branscripoicn,
por 1o ques al parecer no zon un obsticuls para laz meguinarias de

sintesis de DHA o RHA. Sin embarao, anidlizis con DHaza 1 zugiersn

= diferents 3 la inac-

Il

que la estructura de la cromatina achiva
tiva,

Determinar la estructura sspecifica de la cromatina celuwlar
activa, ez dificil dsds la complejidad d= ef£ta, por lo qus ==
empled el sistema modelo des Y40 para delucidsarls,

El genoms del wvirus de simio 40, se halla asociado a pro-
tefnasz histonaz de origen celular en una estructurs nuclsosomal
similar a la de la cromatina celular,

Evidenciaz biogquimicas v de microscopf{a slectrdnica, mussz-
tran que en periodos tardids de infeccidn, una fraccion (3040 de

de sus 24 nucleosomas una

i
1
H

log minicromosomas, preszentan  adems
reqidn libre de estos denominada “GAFR", la cusal comprende 400 pb

aprox. Esta regidn ez hipersensible a DHaza I v contiene todas
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las 2
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ragudladoras de  la  expresidn wiral como
origen de replicsacidn, =zitios de unidn del Ag T, las cajas "TATAY
v  "CAART", dos secusncias repetidaz de 72 pb v el dnico zitio =

recorocimiento de la encima de restriccidn Bgll, la2 cual reconoce

pecificamente minicromosmaz con QJap.

m
1y

En este trabajo, =e propusco al gap como la estructurs de
cromatina encargada de regular loz procssos de replicacidn wdin

transcripcidn,

m
m

Mediante marcajes diferenciales, se pudo analizar la san-
sibilidad a2 la enzima Bgll de minicromosmas 1nachtivos »w aquellocs
activos en replicacidn, encontrando qus ambasz poblacionez pra-
sentaban un  porcentaje similar de moldculas accesibles 3 la =n-
zima, ez decir, solo 308 aproximadamsnte prégentaban la ragidn
Qap,

81 minicromosmas activos =n replicacidn reguieren &l gap

pars realizar este evento, =& eszperaba zncontrar gue todo

tusran

U]

(o]

accesibles a la enzima Bgll, =in embargo, los resultados mancio-

n

nadoz anteriormente,sugisren que esta =structora no 25 un requi-

sito para que la sintezis de DHA ze llaw cabao,

L
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For otra partse, empleando un sistema de Lranscripocidn in
wvitro en la presencia de sarkosel, =e pudo analizar la sensibi-
lidad a 1la enzima Bgll de minicromosomas actiwvos en ——-—---
transcripcidn, encontrando gque S55¥ de =21los son accoesiblesz a 1a
enzima, lo qus =sugiere que la estructura gap se encuentra en

todos ellos,

cs=tns rezsultadoe suagieren aus 5i bien los nucleosomas =
E=t ezultad aier n| bien 1 nuclzoson no =on
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un  impedimento 3 q!

inaris de transcripcidn, tal vez se re-

e
’

quiesre que aqusllas zecuecias reconocidas por factores de ini-

ciacidn de lz transcripcidin, no se ballen asonciados 3 proteina:

i

del tipo histonasz.

—

Ya qgue SY40 fue emplsado como modelo de la cromatina celu-
lar, estoz resultados podrian sugerir la pressncia de una estruc-

tura similar al qgap en regilones celularss  actiwvas en —-—--

transcripcidn,



El DHA =5 1z macromoldcula cerntral de 1la informacicdn en Ios

iy

&4

In

temas bkioldgicos, La informacidn contenidas en £ste, esta co-

nen la capacidad =

m

diticada en gecusncias de nucledtides gque ti

dirigir una warisdad de reacciones bioldgicas <1,
En c2lulazs =sucarioctssz, =1 DHA s2 bhalls azociado con probss

=1 como EHA peguefios en una

fr
L]

inas histonas vy no histanas (PHHZX,
estructura denominada cromatina,

Las proporciones relativas de los componsnetes de la cro-

m
]

matina varfian con 21 método de aislamisnto aszi como con =l Lejico
de origen. En promedio, la relacidn entire laz proteinss v el DA
ez de 2:1. El contenido de RHA =3 msnor al 10¥ de la masa del DHa
v consiste principalmente de cadenas recidn sintetizadas asocia-
dasz al templado de DHA (2).

Dentro de lo= componsntes de la cromtina, 1as histonaz zon

las proteinas mavoritazriaz; en la actualidad se conocen S5 tipos

de estas proteinazs fenominadas H2G, HZB, H3, H4 v H1 (que =n =1

case de  eritrocitos de aves, reptiles, anfibios v peces, esta
reemplazada por HS5), Estas protsinss son Altamente bisicas; HI w

H5 son altamente ricas = lisina, HZé, HZE, moderadamente ricas
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en lisina v H2, H4 ricaz en arginina {33,

L.az histonas junte con el DHE forman 13 unidad bésica de la

oF
L
o
-
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-
]
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cromatina., En 1374, Kornberg postuld gue la sstruc

e

la cromatina e3t3d conztituida por wun octimsire de histonas v 201
pb de DHA a1l que deromind nucleosoma., El octamero de histonas
estd formado por dos de cada uma de las histonas HZ, H4 fusrtse-

mente unidas v doz dimercsz de HEA o H2E (42, -

]

El andlisiz con nucleasa micrococal, rew ela gque 1os nuols
ozomas estidn formados por una particula csnteal (oored, la cual
contienen el octémere de histonas ¢ solamentes 140 pb ds DHA v una

fraccidn de DHA eslabdén (linker) que une las particuias "core’
entre si; la longitud de estaz, varia de 13 3 100 pbh depeandiendo
del tejido de origen (53,

Evidenciaz existentssz, sugisren gque =1 DHA s2 sncusnitra
envolviendo a1l octidmero de hisztonas, =5 dacir, gqus ze enrrolla

poy fuera de la particuls dindole dos wuelitaszs (6, 73,

El primer nivel de organizacidn de la cromatina estd dster-

in
—
=
Teo

minada por su arreglo nuclesszomal adaquiriends un grosor d

1

que compacta al DHA aproximadamente & waces (2), Los nivele:
superiores de organizacidn de la cromatina, =& generan mediante
el enrrcllamiente de Ia {ibra nuclecsomal biasica.

En la regidn del DHA =slabdn, prdxima a la particula c=n-
tral, =se encusntra =21 sitio de interaccidn de .la hiztona Hi (213,
Las histona HiIi mantiensn &l segundo nivel de organizacidn de la
cromatina, al permitir el enrrollamisnto hel&toidal de la cadena

rucleosdmica, compactando el DHA unas 40 weces o originando una

:T)



fibra de 25 a 30 nm de grozcr (102,

Tanto en nucleos =2n intsrfaze como 2n Cromosomas en meta-—
fase, esta fibra =e enrrolla formando hazas o dominins, los que a
sy vez se wuelven a plegar hazts constiftuir la sstructura del
cromoszema, en =1 cual el grado de compactacidn aproximada para =1
DHA es de 7000-10000 verces,

. E1 arreglo bidsico de la cromatina persiste durante todo el
ciclo celular; la cromatina mitdtica altamente condensada, tiens
el mismo contenido &en histonas ques las fibras interfidsicas sisndo

mucho ma extendida=s., La condensacidn de 0= cromozomas,

]

ecta

u

puede estar relscionada, =sin smbargo, con una modificacidn ci-

—e-

fix

clica de 1az histonas l1as cuslss pusden z2r fostforiladas,

tiladas v metiladaz <ii),

Ly

de laz hiztonas una gran

i

En la cromatina exicsten, adem

Iy

variedad de proteinas denominada: no hnistomnasz (PNH)>., En este
grupoe se encuentran toda la variedad de enzimasz involucrzdas =2n
los procesos de replicacidn, transcripcidn, modificacidn ——-
post-tranzcripcional de las histonzs v protefnas inwolucradas =2n
la modulacidn de la expresidn gendética v =n la organizacidn de la
cromatina durante la interfase v la divi=idn celular,

El amnalisis de 1la fraccidn de PHH provenisentes de cé£loulas
Hela, en un sistema de eslectroforesizs bidimensional, muestra al
rededor de 470 proteinas difsrentes (125, E1 404 del total de las
FPHH 1lo comprenden 1la actina, micsina, tubulina vy tropomiosina
¢ §33,

Existe otre arupo dentro de las FHH., extraidas de la cro-



ima cop Hal ¢ .25 M » que tiensn pegos moleculares mencores de

o

mz
30,000d., A este grupo =g le conoce como protefnas de lta movi-
lidad HMG <14,

e conocen alrededor de 20 proteinas distintas en este gru-
po, de 1as cualss 4 han =ido caracterizadas HMG1, HHMGZ, HMGI4 o
HMG1?. Se =sabs que HMGI4 » MHGIF tienen afinidzd por DHA de cz-

dena. sancills v que se encuentran asociadas 2 lz particula cen-

i

tral de los nuclecszaomas (152, #fAsil, las protesinas no histonas

1
i

pueden ser necezariaz para =1 empagquetamisnto del DHA =n las

fibras de 250 3 de didmetro, para mantensr la sstructura en los

cromosomas meﬁafésicns W oregqular la expresidn de ciertos gesnes,
La expresian de la informacidn contenids en la cromatina es

gulada, al menos en parte, por cambios locales sn la estructorsz

de la cromatina, Estaz aliteracionzs estructurales, pusdsn detinir

i

la naturaleza de agquellss zecueclas gue wvan a =er replicadss o

]

-1 de transcripcidn,

1
m
]

transcritas v modular sus niw

ESTRUCTURA DE LA CROMATIHA ACTIVYA EH REFLICACIOHN,

En células eucariotzs, la replicacidn del DHA, =2szta confi-
nada a a la fase S del ciclo celular,

Para eceplic3ar la gran cantidad de DHA celular, este ze or-
ganiza en unidadesz de replicacidn denominadas repliconss; en
estos, la replicacidn =e origina &n un punito especifico v con-
tinda de manera bidirzccional w zemiconszervativa, es decir, una

de las cadenas es =sintetizada de mansra continua ( la que tiens



a orientacidn $S'-3°2), mientras gque la ohbra ( con orisn iy *
1 tacidn S ), mientr e 1 iy C or risntaczidn 3

= de los denomi-~-

\Te.
W

-5° 3 se sintztiza de panera discontinua 2 trawd
nadoz fragmentos de Okazaki (igd,

El evento ds repnliczacidn es controlado 2 rawsl de la ini-
ciacidn., Se ha sugerido gque la frecuencia de iniclacidn =std
controlada por 1la interaccion de protsinas reguladoras con =1

origen de replicacidn iV, come ha sido demostrado para algunoszs

driica factor

'fj 1]
I
1
Yt

virus (122,  2in e2mbargo, parece gquse sste no s
requlador, wa que =ze ha obserwvado gue la sucromating (formada por

cromatina  transcripoinalmenise activa)d ez replicada antes gue 13

i

heterocromatina f“cromatina permanantzmente condensada durants I
interfasze), 1o que sugisre que la estruchtura de la cromatins
Juegs un papel regulador en la iniciacidn dz 1z replicacidn 173,

=t

i
|'_}
i+

La replicacidn del DH#A acopliada a la sintesizs ds his-

tonaz durante la fase 5, lo que permits gque durante la replica-—

cidén la relacidn proteina-DHA ze consserwve de mansra conzants,

4]

Varios grupos han analizado la estructura de la cromatina =2n
replicacidén por medico del microscopio electrdnico v han cbhserwvads
que particulas globulares =similares & nucleosomas s= hallan =n

ambos brazos del tensdor de replicacidn,. Su tazmafo v periodicidad

son similares al de la cromating ques no ze halla replicando 193,
Cwer Figuras 12, =

Ern el caso de 5Y40, e= incluszo posible distinguir qus el niwvel de
compactacidn  del DHé en replicacidn, es bésicamsnte 21 mismo gue
para €1 DHH que mpo estd replicando (Qﬂb.nﬁdemés, andlizis =2n

geles de poliacrilamida del contenido de protelinas del DHA =n

12



FIGURA 1.

replicacidn,

La

gshructura tipica de cromztina,

nucleosomas

cidn,C(Tomada d=

Microfotogratia

celular

cromatina

incluso saobre

207

activa =n

eiegctrdnica de cromatinag

activa en replicacidn, preszsnta,ls
e nota la pressncia de

== decir,
ambos brazos del tenedor de replica-
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replicacidn, muzstra que lzs 4 histonas H3, H4, H2A v HZB estan
presentes, Estudios de inmuromicroscopia de la cromatina de em-

do anticuerpes dirigidos conitra H3 w

trionesz de Drosophila usan
HZE, han demostrado la pressnciz de eztasz dos histonas sobre las

dos cromdtidas hijas <1935,

Todss estaz evidenciaz relacionadass con la microscoplia e-
lectrdnica, sugieren que laz particulas globularss presenies =n
loe dos brazoz del teredor de repicacidn son nucleczcmas, los

cusles =on similaresz a 1los que == encuentran 2n la cromabina

1]

inactiva en replicacidén, Ademis, estos resultados zugisren gque

1
m
i

I

lasz histonas permanecen azociadas al DNA durante la replicacidn o

gque =51 estas s= dizecian pueden =zer reasociadas inmedistamsnte

tudiocs musstran la asociacidn de rniucle-

PR

fidn cuando eshtos es
ozomas a la cromatinag en replicacidn, no excluyen gque exista wuna
ligera modificacidn de la estructura nuclsozomal durants sstie
gvento, Esto ha sideo demositrado por trabajos basadoz en la sen-—
sibilidad a diferentesz nucleaszas de la cromatina en replicacidn,

5¢ ha obsevado, por =jemplo, gque cromatina celular en re-

plicacidn como aquella de origsn viral, zon mis rapida v exten-

sivamznte degradadas por DHaza I ques la cromatinma qus no se esta
replicandn (215, Exiszten éwidernciasz tambign, de gue =sta ssnei-

bilidad =se 1limita a3 la regiones mis prdximas al sitio donde =ze
estéd llevando la sintesis de DHA. Esta sensibilidad =s perdidas
un & ez que el tenedor de replicaciédn ha passdo, adquiriendo una

iva €227,

ot

sensibilidad similar a la de la cromstina inac

LS



n gue =1 bi

0 los nuclsosomas

m

Todos estos resultadoz sugisr

[

lizacidn == ef=ctis, a3l wez

11
I

il
Rz

1

no son un impedimanto para gue 1a rs
52  prequisra de wuna estructurs nucleosomal caracteristica alrs-

we @ cabo,

m

dedor de =sitios clave para que la razplilicacidn se 11
como podria ser al rededor del origen de replicacisn,
En apovno a =sta sugerencia, existen =svidencias gque muestran
una regidén desprovista de nuclecososomas alrededor del origen dz
replicacidn  en minlicromosomas de S?#D v Polwoma (23, 242 aunquse
no ha sido determinado =1 =sta juszga un papsl durante la repli-

cacidn.
ESTRUCTUR#& DE LA CROMATINA ACTIWYA EH TRQHSCEIPEI@H.

Se ha puesto &n evidancia que gsnes activaments transcritos

en wun tipo celular determinado, presentan una estruciura reps-

3]

ia

m

rizticas o

m

titiva en subunidades de nuclecprotina caract

i

totalidad de la cromatina (25, Eztas observacionss sugisrsn

ntra zociado a

b

14

que 1 DHA que se transcribe activamants, =& encu

sta asociacidn

n
[
1]

preteinas histonas, aunque no gueda claro
forma estructuras tipo rnucleosoma, Una ewidencis directa que
sugiere fuertemsntse la presencia de nuclzosomas en gsnes tran-
scripcionalmente activos, “se obtuvo con &l complejo de ---
transcripcidn del wvirus de simio 40 (2&), Estas observaciones
muestran que la compactacisn del DHA =n nucleozomas de genes

ezpecificos, no es suficientz para inhibir su ftranscripcidn (ver

Figura 27,



FIGURA 2, Microfotongrafis elecirdnica de minicrimosoma de ZV4D
activo en transcripcidsn,

En esta, se observa claraments la cadena de RHA en sintezisz . a-—.
sociada al templado, v la presencia de nucleassomas a o largo del
gerioma wviral adquirisendo la estructura caractzaristica de la cro-

matina. ¢ Tomada de 2&8)
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Weintraub v ‘Groudin en 1378 (252, demostraron en cromatina

de células de awve, que g=nses gque =2 transcribsn son particular-

mente sensibles a l1a accidn de la DHaza I, miesntas qus estos

I

mismosz gernes son resistentes en células donde no =2 sxpreszan,
Estos mismos autores, han sudgeride qus 51 bien puedsn existir

ruclesosomas  =n  genes actiwvos en transzcripcidn, estos se pusdsn

L]

encontrar en una configuracidn estructural alterada de tal maners
que faciliten el accesc a la DHz2sz2 1.

En wvariosz sistemaz de cromatina que contisnen genses actiwvos

1

en transcripcidén talezs como =1 gen de ovalbidmina =n cé€lulas 4
oviducta de gallina €23), e2n células de Droscophila después.de la
induccidn de la tranmszcripcidn por calor <{heat-shock? =n 1ocoi
inducible <293 y en varios genomas viralss integrados al genoma
huésped, transcripcionalments actiwvos (303, se ha detecitado hi=
perzensibilidad a 1a DHasa I, la cudgl, ademis es indspsndiente

del niwel de sintesis de RHA,

Actualmente s& ha mapeado la pogicidn de loz =zitios hiper-

=
<
o
b =
0]
i
o
i

sensibles al ataque nucleonllitico en 1a cromatina acti
encontrado que cae en =1 extremo 5° de los gensz analizados (312,

La hipersznsibilidad de 1la cromatina trascripcionalmzte
activa a la DHaza I, se ha ralacionado con diwversos factores: con
la presencia de proteinas"del tipo HMG (32), con la aussncia de
histona H1 2n cromatina actiwa (33>, con la presencia de especies

acetiladas de histonas 34), asi comn can la auserncia de nucle-



civnal de la hipersensibilidad a 13 DHasza no &35 claro,
La construccidn in vitro de mutantez deletados en el sxtremo

57 asi como la generacidn de mutzciones puntuales in wiktro a3 par-

o
Yot

[il]

tablecer 1

i
n

tir de distintos gene eucariotes, ha permitido =

eztudiados

m

ne

J

existencia de secuencias compartidas sntra los g
alrededor de =u extremo S5° , las cuale= son consideradsas como
secuencias promotorasz de reconccimiento para la magquinaria en-
zimdtica de transcripcidn e indispenﬁablas para la sintesis prs-
ciss de las moléculzs de RHAm.

Dentro d= estas secusncias se sencusntran: la caja "TATA"

in

(54TATRTAT-23 wubicada a -32 pb del sitio de iniciacidn.de ia
cadena de RHA, que ez indispenzable para la iniciacidn ezpsci-

dz 1a RNA polima-

-
m
i |
ot
m

fica de la transcripcidn in vitro depandi

[

rasza I <(35); la caja CAQT (SEGETCAATCT-3Y, gue =e encusntra
entre ~70 v -850 pb del =itio de iniciacidn de la transcripcidn v
que posiblemente este relacionads con la activacidn de 1a RHA
polimeraza (362 v por dltimo, un tercer tipo ds zecusnciazs que

intervienen &n la actividad transcripcionzal y que s= conocsn Somo

aumentadoras o "enhancer"., Est secuencias son capaces de po-

it}
1]

tenciar la transcripcidn varios drdenss de magnitud independisn-
temente de la posicidn vwA/u orientacidn (37D,
El hecho de que =1 extremo 37°de unm gen determinado actiwvo en

transcripcidén  sea hiparszencsible 3 13 accidn dg la DMaza I v que

i

en esta regidn se encuentraen todas las secusncias necesarias para
la regulacidn del mismo, sugierse gue i bien los nucleozomas no

gon  un impadimento para que la teranscripcocidn se llewe a cabo, 2=

20



necesario gue 3l menosz la regidn reguladoras del gel esté libre d=

HE <385,

il

ellos para iniciar la sintesis de

Tratar de determinar la sstructura particolar en la croma-
tina que confisre & una regidn la potencialidad de replicarse wen
transcribirse, represzenta un gran problema si s= analiza la cro-

matina celular va que es ds

2

aziado compleja, por lo gque =e ha

1

recurrido al empleo de i

18

1

temas modelo como son los virus gus

pueden facilitzr en gran medids dicho anidlisis.
VIRUS DE SIMIO 40,

El wirus de simioc 40 (sS¥Y40) ofrece un tema modelo de

1

I

cromatina celular va que es un wirus relativaments simple v am—

plea la magquinariz celular paras lz expraesidn de =u genoma a niwvel

|
U}

replicacidn como transcripcidn,

Este virus fue encontrado en 1950 (29}, como contaminante de
vwacunas contra la poliomielitis producidss en células de rifdn de
mono, Poszteriormente & su descubrimisnto, ze mostrd gue este
virus 3 capdz de producir tumores cuando ze inpecta =n Hamsters
recién nacidozs (400,

&40 pertensce a la familiz de los papovavirus ¥ se encuen-
tra entre loz mis pequsfics, Originalsente == 12 conocid como
agente wvacuolizantse debido 3 su capacidad para producir mdlti-
ples wvacuolas en &l citoplasma de cédlulas de rifidn de momo wverde
africano. . ™

Los wiriones son casi esféricos v e =ncusntran formados por

21



DHA v proteina. El difietro de cada wiridn &5 de 45nm, La cédpsids
4
es icosashédrica yw se =zncusntra formada por V2 capsdmeros. Los

3
it
—t
i
il
ju ]
in
foe

componentes protédicos estructu wirus lo=z constituven las

denominadas Ypi, ¥p2 v Yp3., Los pesos mol2culares de astas pro-

teinas son Ypl- 45 Kd, Vp2-42 Kd v ¥Wp3-30 Kd (40,

Cada wiridn pressenta una moldcula de DHE circulzar de doble

- - - -..-c - - P - s
cadena, con un psso molacular de Z.6X10 dalton constituido por
S242 pb. El tamafico pequefio del gsnoma de SWd0 permitid la con-

struccidn de un mapa fisico detallado (wver Figura 32 v =21 cono-
cimignto de la secusncis completa del DHA (41,
Durantse la infeccidn en células permisziwas, el DHA de S¥a0)

=e halla en una estructura =similar a 1la de 13 cromatina celular,

gz decir, =se encusntra ssociado 3 histonas de origen cslular
formando nucleoszomasz, por lo que =e le considera un minicromozoma

(42>, UObserwvaciones al microscopio slectrdnico de minicromoszomas,
muesztran que el genoma viral ss& empaqueta en 24 nuclsosomas,

Ademés de las histonzs, como va se menciond, SY40 utiliza la
maguinaria celular para la expre=zidén de zu material genédtico
para su replicacidn.,

El1 DHA del virus, puedes ser dividido =n términos bioldgiceos
en dos reqgicnes, la temprana v la tardia que s& expresan secusn-—
cialmente durante g1 ciclo litico de infeccidn en células per-
misivas., La regidn temprana que se expreza al inicio ds la in-
feccidn codifica dos genses que son transcritos 3 RHAmM en ausencia
de cualguier proteina wiral funcional. Los productos de estes

genes son el antigeno T grande {Rg T) de 90 Kd v =21 antigeno t

22



FIGURA 2. Mapa fizico de SM40, Se muestra la regidn que == tran-
scribe tempranamente v que da origen a los Ags T v £, v 1s ra-
gidén que =& transcribe Tardiamentz cuvos productos son Ypil, Yp2 w
Yp3d,

, as{ como los de

4

Los =itins de unidn del A T son indicado

reconocimiento por las enzimas de resiriccidn Bgll fque reconoce
moléculas con gap?, Bam HI v Eco RI, emplszdaz =n este trabajo.

La regidn donde se forms =1 GAP =25 sefalada.
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pequefic (Ag t2> de 20 Kd, El antigens T =23z la dnicas proteina wiral
necesaria para la replicacidn del DHA wiral (435, La funcion del

antigeno t no ha zido bien definida.

()

El momenta =&n el

0
(8

3 la =intesis de DHA virz2l empisza,
define el final de la faze temprama v 2] inicio de la fass tar-
dia durante la cual s= expresa lz regidn tard{a del DHA gqu= tisne

como. resultado lz sintesis de BHAm para las protelnas de la cép-

side Ypt, ¥p2 w Yp3 (400,

REPLICAZION WIRAL,

La replicacidn del wirus procsde por un mecani=mo semicon-—
servativoe vy bidireccional dando lugsr a3 intermediariosz replica-
tivos con estructura Cairnzs <403, El origsn ds repliczcidn ha
sidn mapsado en wuna regidn de B0-55 pb centrindose en 21 dnjico
sitio de reccocnocimiento de la enzima Bgll, eszte sitio estd au-
%iliado por 2 secusncias de 21 pb repetidasz gque también juegan un
papel importante durante la transcripcocidn 443 (wer Figura 52,

La iniciacidn de cada wueltas de replicacidn del DHA wiral
requiere de coancentraciones  adecuadas de Ag T como ha =sidao de-

mostrado por el usa de mutantez TzA (45), Tetrdmeros de Ag T

L

reconocen v se unen cooperativamente 3 una familia de zecuencias
que definsn tres reqgicnes, La regidn 1, cas dentro del lado tem-
pranc del origen, 13 regidn Il dentro del origen ds replicacidn ¢
la regién 111 se halla en la regisn tardia del DHA wiral (463,
Rdemasz de laz secusnciass de origen w del Ag f, el virus

s
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bt

w

n

i
|

plicacidn de proteinas especificas ds
;

m

requisre patra su b

lula hugsped, La o~DH# polimerasa ==z la encargada de ls sintesis
d=l DHR de 3¥410 junto con proteinas dessestabilizadoras de heé-

lice, topoisomsraszas, primazas v ligaszas (47D,

acidn solo re-

iyl

El porcentaje de moléculas activasz sn repli
presenta el SX de la totalidad de minicromoszomas (482,

A medida que sz efectds la replicacicdn, =e llevs 3 cabo =1
decsernrrollamiento del DHA de los nucleosomas que s encusntran

frente al tenedor de replicacidn v el enrrollamisnto del nuewo

DHA unma wezr que el tensdor de replicacidn ha pasado (492, Dado

iy

gue. la replicacidn ez semidiscontinua, las sevidsnciss sugiersn
que los octamerao de histonas fwiejas" se asocian con el brazo gus

(adn

re—-

]

i

ze  sintetiza de mansra continua, misnbras gue los ocitsm
cién =intetizados se azocizn al brazo que == sintestiza en frag-

mentos de Okazaki £30),

TEAHSCRIFCION DE S4Y40.

Lz sintesis de los tramscritos de SV410 == lleva s cabo por

la accidn de 1z RHA polimerasza [1 de la cf£lula hudsped (513 o

U]

probablemente por {factoresz celularss necezarios para la inicia-

[

cidn,
Hay dos tipos de RHAm tempranos gque codifican 1 Ag T grands

de mensajeros,

vy el HAg t pequefic, respectivam=nte, Ambas ciasas
uzan el mismo conjunto de secuencias 5°-3° terminales v son tran-

scritos de la miszma pregidn promotora (F
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n sitios cercano

it
in
I

El extremo S° de los RHAm wvirales mapzan
/

=Y
al origen de replicacidn. Aproximamente de 25 a 30 nucledtidos

del inicio se ercuentra una sscuencis Jque asemaja la caja "TATA"

m

encontrada en el extremo S°de 13 mawvaoria de los genes eucariotss

i
n

como ya =2 menciond (52D, i ze eliminz 12 caja "TATA", neo hay un
bloqueo de la tranzcripcidén in viwo o in wvitro, pero el =itio de
iniciacidn =ze distribuye a travész de una zmplia regidn de DHA
(3855, Las secuencias esctrictamente necsszarias para la —-——---
transcripcidén  in viweo, e encuentran por arriba de la caja TATA,.

Ectaz secuencias las constiftuwen dos

n

opias de 21 pb gus asem=jan
1a caja CAAT v dos copias de VI pb (533,
La eliminacidn de wuna de las copias de 72 pb da lugar a

mutantez wviables de 3SY40, pero zi =2 eliminan ambas copiazs 1

0

1

mutantesz no zon wviablez v el dafic cavzado a la regidn temprana s

0]

in-

(1]

sumamente drastico, Este dafic pusde ser rectificado si se p
serta una secusncia de 72 pb wa sea en &1 mismo lugar o incluso a

una distancia de 4000 pb de la regidn qus =zZe expresa temprana-

]

mznte independientzmente de l1a orisntacidn, Las secusncias pe-

1

petidas de 72 pb son también capaces de estimular la expresidn ds
genes diferentes a los de SY40, por lo gque se les ha considerado
como aumentadoras de 1a ftranscripcidn o =2nhancer (542,
Hormalmente la exprefidn de loz RBHAm tempranos =2z retrore-
gulada por wuno de los productos zintetizados durante su expre-
=idn, el Ag T, el que sl unirse a las regiones I,‘II v 111 vz

descritas, blogquea el paso de ls RHA polimerass hacia ls regidn

temprana obligéndola a recorrer la regidn tardia (550,
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Como se menciond anteriorments, =1 momsnbto 2n =1 cual em—

picza la sintesiz del DHA wirzl define el fimal de la fase tem-

prana vy =21 inicio de la fase tardisz, durants la cZual se sinte-

1

tizan 1lpnz mensajeros guse dardn lugar laz proteinas de la céap-

side wiral ¥pil, ¥Yp2 v ¥p3.

i
]
ot
Ul

El porcentajs de moleéculas activas en transcripcidn =n
periodo representa solo el 1H (3562,

El inicio de la produccidn de los mensajeros ftardios ¢ =u
regulacidn parecs mas complejo qus =l de ios RHA tempranos. Los
FMAm tranécritos tardiamente in vivo, prezszntan extremosz 57 he-
terogenscs (522, El principal sxtremo 57 se sncusnira en el re-

siduc 243 aunque son mdltiples los =itics de iniciacidn,

En la actuslidad no == ha reconocido una caja TATA a -30 po

del =itio principal de iniciacidn de la tramscripcidn, aungue
mutantez con deleciones wiables pusden carscer de 70 pb por a-
rriba o por abszxjo del s=itio principal de iniciacidn, psro =1
sitio de iniciacidn se desplaza lo gque sugiere que Zecusnclias por
arriba o por abajo del sitio principal de iniciacidn pueden da-

finir el extremo S°'de los transcritos tardio=z (57,
"Gare,

Estudios realizados por Waldeck, W, (58) destinados a de-
tectar factores inwvolucradoz en la replicacidn a partir de ex-
tractos celulares v empleando a S%40 como modelo de replicacién,

demostraron la preszsncia de una endonuclessza propia de la célula

28



quUe =N ocasiones gra purificada con los minicromozomasz de SW40,
/ .

21 un extractn celular contzniendo s2stas endonucleasza era incubado

con minicromoscmas  de 2Y40, solaments 20X des ellos eran recono-—

cidos por la enzima, S= mapeo =] sitio susceptible a la snzima w

se encontrd gue todoz los mimicromasomas reconocidos por la en-

zima eran cortados cercas del origen de replicacidn, lo gua =a-

geria 1la existencia de una estructura caracteristics =n loz mi-

in

nicromosomas que presentaban acceszibilidad a3 1a enzima,

En ese mis=meo afno, Scott A, v Wigmors J, (2302 publicaron un
trabajo eh el cusl analizaban 13 zuscsptibilidad d& minicromo-
somas de SY40 para las enzimas DHazz I v Hucleaza sstafilococal,
encontrando Que =stos  eran acceszibles a las esnzimas en una re-
gidn comprendida =ntre 0,867 v 0.73 UM del gsnoma wirail (Yer Fi-
gura 32, dentro de la cual == encusntra =21 origen Jde replicacida
n.

Trabajos posteriores realizados por Yarshasky v col, (533
empleando enzimaz de restriccidn que reconocen sitos mdltiplaes en
€l genoma de S%Y40, mostraron resultados que corroboraban los wa
descritos,

Fue en 19380, cuando Zaragosti 3., Moyne G, v Yaniw, M, (247
empleando el microscopic slectrdrnico para analizar minicromosomas
de S¥40 purificsdos 40 horas despuds de la infeccidn, encontraron
que aproximadamente 304 de los minicromozomas presengaban ademas
de sus Z4 nucleoszomasz,una regidn desprovista de fstnz. de casi 400
pb v que maps=abka en el origen de replicacidﬁ'ds acuyerdo con los
resultados bioguimicos previaments citados (ver Figura 43, Esta
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FIGURA 4. Microfotografisz electrdnica =n campo soura  de -
minicronoszomas de SV40,
En A =& nmuesiran urn minicromosoma de SY40 que no prassnta

1a regidn desprovists de nuclecsomss (GAPD, .

(1]

En B se muestra wun minicromosoma pressntando  la region

El numero de nucleosomas en ambas moldculaz ez 2l mizmo.

(tomada de 2B,
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regidén fue denominada "GAPM,

s
l

Estos mizmos autores, mostraron gue la regidn gap s= =ncon-
traba in situ v gue no 2ra un artefacto provocaesdo durants I3
extraccidn,

Analizando las secusncias comprendidas dentro de la regidn

£

nQap, se encontraron las dos repetidss de 72 pb, loz dos juesegos d=e

U

ti de recornocimiento del

m
{{¥]
e
u]
Ly

21 pb, la caja TATA, dos d= los t 3

Rg T, parte de 1as secusncias del origen de replicacidn w =1

Unico sitico de reconeocimisnto de la enzima Bgll (5'-——-——-

]

nciasz encargadas ds

M

—GCCHHﬁHHGbE*E’b, que &n conjunto son la secuy

regular 1a transcripcidn v la replicacidn como sSe menciond an-—
teriormentes, ademias de ser las encargadas directas de la forma-
cidn del gap como ha sido sugerido reclientemente 260, 610 (wap
Figqura S,

Estudios realizados por Sacagosti, S, ¥ col. (621, muestran
que e=ta regidn preszenta in situy hiperssenszibilidad a DHMasa 1 como
los extremos 57 de genes ceslulares actiwos en transcripcidn,

ncliaz sugieren la exiztencia de

In

En resumen, todas estas =vid
una regidn desprovista de rnwuclecsomas gue comprende todas las
secuecias reguladoraz para laz2 expresidn viral, la cual en con-
secuencla pudisra s=er considerads como una caracteristica =steruc-
tural en la cromatina viral para que los procssos de replicacidn
Yy  transcripcidén sz lleven a cabo, dada la implicacidn qus la
estructura tisne en la actiwvacidn genética, como ha éido mencio-

nadeo de antemzno.
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FIGURA &. Secuenciasz comprsndidas dentro dz la regidin GAF.

m
m

A) Se muestra la localizacidn de las secuencias reguladoras
de la transcripcidn viral como son laszs repestidas de 21 pb gque

azemejan la caja CAART; laz repetidas de 72 pb con actividsad

(S~

aumentadora de la transcripcidn w a caja TATA que da —--
especificidad a la iniciacidn. Todas =211as localizadas dentro del
GAF,

Derntro de esta regidn, 52 localizanm también parte de las
secusncias  reguladoras de la replicacidn, Como zon 2l origen de

de wnidn d=l A3 T.

L]

replicacidén v dos de los tres sitio
B> o C), muestran el bloguen & la RHA polimerass producido
por la wunidén del Ag T a sus 3 =sitioc de reconocimiento zobre el

-

genoma wviral,
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OBJETIVD.

A

Datos aportados a través de anilizis con DHasa I de l=a cro-
matina celular, sugisren que la estructura juesegas un papsl impoir-
tante en la regulacidn de la expresidn genéticas 3 niwvel repli-

cacidn v transcripcidn,

El hecho de encontrar en 20X de mincromosomas de SV40 una

n

regidn degproQizta de nuclsosomas =2n la qus ss hallan las secusn-
cias reguladoras de 1la expresidn viral, sugieren la posibilida
que esta estructura sea la encargads de regular 1z replicacidn
yla transcripcidn,

Determinar la presencia del gap en minicromosmas activos,2n
replicacidn o transcripcidn =5 el objietivo de este trabajo, lo
que haria posible sugerir gque una estructura similar se encusntra

dentro de la cromatina celular para regqular la replicacidn ylo

transcripcidn en regiones especifica

iy
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MATERIALES Y METODDS,

CULTIYO DE CELULAS CV1l. La limea celular eztablecida a partir de

células de rifidn de mono, se cultiwvad en monocapa 2n medion Eagle

(U}

modificado por Dulbecco (&30, suplementado con suero fetal ds
ternera al 10¥, Laz células se mantuvieron =n incubacidn a 37°C v
en atméstfera de Clg a2l 6%,
Para los paszaisgs de mantenimisnto, las célulasz fusron sem-
. 1 .‘ 2 - < .
bradaz & wuna densidad de SX¥I0 c2lulas =n 20 ml de medio con
gy

L 3
suero, en frascos de 79 cm .

PROFPAGACION DEL YWIRUS 3%40. Para infectar con &1 wirus 3Y40 (cepa

M

3
5 cm a una den-

48]

d=

w
U]

FY72, las célulaszs fueron sembradas &n caj

gidad de 3IxX10 células

m

: por caj2 con Y0 ml de madio suplementaso
con sueron al 10X, 72 horas después, laz monocapas =& lavaron dos
veces con solucidn PEBES (tampdén fosfatos 10 mM pH 7.4, HaCl 150
mM>» v se infectaron con el wvirus Y408 3 una multiplicidad de
infeccidn de HH(;qUFPﬁcé}ula; en un volumen de U.S‘ml de madio
Eagle modificado por Dulbscco sin suero. Sz permitid la ad=z=or-
cién del wvirus por 90 minutos a 37°C » posteriormente se adicio-
nd a c#da caja 10 ml de medio suplementado con 2¥ de susro fetal

de ternera, Laz celulazs infectadas fueron mantenidas en incuba-
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cién a 3V°C durante 12 dias, tismpo =n &l cual =e pudd cbservar
el efecto citopiatico,

El contenido de las cajas fue wvertido a una bohella estéril
después de raspar el fondo de las cajass con un fragmento de hule;
posteriormente =& centrifugd el contenido a2 5,000 rpm por 320
minutos en un rotor GSA Sorwvall & 49C., El sobranadants se guardsd

d

=

w la pastilla obten

iy
1

e fresu

]

pendid con 2] minimo wolumsn d=2

m
pt

FBS, =e le dieron tres cicloz de congela:%ﬁn—descnnge1acidn
una mezcla de etancol-hizlo =ssco. La pastilla resuspendida =e
volvid a centrifugar basjo las condiciones anteriores, 52 juntaron
los sobrenadéntes obteznidos en ambas centrifugaciones y =& cen-
trifugaron nuevamente a 25,000 rpm durante 4.3 horas a 4°C =n un
rotor Beckman SW2&, El sobrenadante e descartd v la pastilla gue
contenia =1 wvirus fue resuspendida por 18 horas =2n medio con
suero al 1%. Se tomaron alicuotss de 1 ml para almacesnarlas a =210
®C. La concentraciédn del virus en la suspensidn se determinéd cuan-
tificando el ADW por el mftodo de Hirt (7352,

EXTRACCION DE DA POR EL METODO DE HIRT. Células ©¥1 fusron in-

fectada

n

v marcadas =e29un regquerimiento del  experimento con
-Timidina o 'YC-Timidina como se describe més adelante. 40 horas
deespués de la infeccidn, las monncapas se lavaron 2 veces con 2.5
ml de PB5 v s3e anadid a cads caja 2.5 ml de solucidn de Hirt
CTris-HCl 10 mM pH 7.9, EDTa 10 mM » 5DS 0.6%), 3= mantuvieron 20
minutos a temperaturas ambiente, tiempo en gque =e forma un gel gque
fue cuidadosamente raspado con una can:ent;acidn final de 1 M.

Los tubos se mantuvizron a 4°C por 16 horaz v se centrifugarcn a
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2,000 rpm por 1 hora en 21 rotor 32534 Sorvall a 4°9C & fin de

i

ro =1 =obrenadants u

M

2 L~

precipitar =1 DHA celular, Se recup

tilizd para cuantificar DHA por &1 método d= Burton o bien, para
extrazr DHA con fenol.

CUANTIFICACION DE DHA POR EL METODO DE BURTON CE43, 2= prepard

(X ]

una solucidn de DHA de timo de ternera de 0.4 mgsml 2n 5 mM MaOH.

.De esta szolucidn =ze prepararon laz utilizadas para construir
una curva patrdn., Se mezcld un volumezn igual de =zolucidn sitock
con HC1Dg 1 H y se calentd a ?0°C por 15 minutos, Estas zolucio-

B, 20 v 40 ug/mi w

HA

nes €2 preparsron a una concentracisdn de 10,
para =1 ensayo, estas correspondisron a 2, 4, 6 vy 8 uag/ml resz-

pectivamente, El reactivo de difesnilamina == prepard di=sol-

M

I

vizndoe 1.5 g9 de difenilamina en 100 ml de fdcido acébico y =ze
adiciond 1.8 ml de &cido sulfirico ¢ == almacend =n oscuridad?,
Eri 1 momentn de usarse, e tamd 0.1 ml de acetzldshido acuanso.

0 ml de solucidn de difeni-

i

¢ié mg/ml)d v se adiciond por cada
lamina.,
Para el =2nsave se tomaron 200 ul de la muestra, == les adi-

ciond 200 wul de HCIO 0.5 H ul del reactivo de difenila-

Cal
(en)

i
[}

mina-acetaldehido,

lLos tubos conteniends la muestra s=2 mantuvieron &n la os-
curidad v en agitacidn suswe por un periodo de 24 horaz a tem-
peratura ambiente, Se determind la absaorvancia s 500 nm en un
espectrofotdmetro Zeiss. De 1la cantidad de DHA determinada pot
ecte método v de las cuentas por minuto totaiég, se determindg la

actividad ezpecitica {cpmsug DHa .
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FPURIFICACION DE DHNHA DE 3V4d. Un wolumen de DHA se mezcld comn un

tfenol =aturado en Tri

n

L]

volumzn igusl d -HZ1 .2 M pH 7.4, 5e cen-

trifugdéd a 3,000 rpm por 10 minutos &n un rotor Sorvall S534; se

™

toméd la fase acuosa (supsrior) v Se sSspard =n un tubo.
A la fase inferior se le adiciond medio wolumen de amorti-

guador Tris-HC1 10 mM pH 7.4, EDTA 1 mM (TED., 3Se centrifugd bajo

las condiciones descritaz v e volvid a tomar la fase zuperior

]

gue €2 mezcld conm la obtenida antericocrmentz,. A 13 mezcla s a-

diciond un volumen igual de cloroformo-alcohol i1zocamilico C25:12,

£
Cr

e deid reposar por § minutos despuds de mezoclar, Posteriorments,

se tomd la fa

Rt

e acugsa, 2n la ques se encusntra 21 DHA v.ze e
adiciond 2.5 woltmenss de etanol abzoluto frio, dejando a 4°C

toda 1a neoche, Fosteriormente == centrifugd 2 10,000 rpm por &0

1l

minubtos =en un rotor S534, Se =limind =21 =obrenadante v la pas-

b

tilla de DHA ze secd v

~

esuszpendid en 21 wolumen micimo de amor-
tiguador TE.
EXTRACCION DE COWMPLEJOS HUCLEORROTEICOS DE SV40, AY Infeccidn: 3=

llevd & cabo como == dezcribid anteriormente solo gque == empls-—

Al

arcn de 10 a3 50 UFPAcélula, Despudgs de 90 minutoz de adsorcidn

del wvirus, se anadid medio suplementado coan zuero al 22X y . se
considerd entonces el tiempo ceroc de infeccibn,

B> Marcajs de células C¥1: 3Se emplearon tres tipos
Marcaje largo: Entre 24 v 40 horas de infeccidn, las células

fueron marcadas con 2.

n

ptilcaja de "C-Timidina (SémCismmel) o
bien con 25-5S0 pCi/caja <46 CiZmmol)d de H-Timidina.
la infeccidn, lasz células ==

Pulso: 40 horas daspuds d

mn
in
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marcaron  por un pulso des S minutos con YH-Timidina. Para dar =1

=t

pulso, las célula=s =¢ lavaron dos weces con 2.5 ml de medio pre-
calentado con suero al 27 v entonces s2 adiciond a cada caja 2 ml
de medio suplemsntade con susroc a3l 2X w 100 plisml de PH-timidina
vy se incubaron por 5§ miniutos a 27°C, E1 marcajs se pard colo=
cande 1as cajas en higlo, retirando rapidamente =21 medio v adi-
cionando 2,5 ml de amortiguadoﬁ.Triz—HCl 1 mM ph 6.8, MaCl 140 mi
Camortiguador 12,

Pulso-Caza: 40 horas despudés de la infeccidn, las cé-
lulas == marcaron por un pulzo de 5 minutos con 2H-Timidina como
se describid anteriormente, =e 2limind el madio v s= lauarﬁn dos
veces con S5 ml de medio precalentado suplementado con 2H susrao,
100 uag/ml de timidina v 10 pgd/ml de deoxicitidina, Se adiciond a
cada caja 10 mi de medieo v s= incubaron s Z7°C por un periodo
adicional de {10, 30 v 45 minutos., Al finalizar 21 periodo da
caza, las cajas con laz células 32 colocaron =2n higlo, s2 retirsd
el medio v las monocapas =e lavaron dos veces con amortiguador 1.

Se procedid inmendiatamaments a la extraccidn de com-—
plejos nucleoprotéico=z,

El método =mpleade para la extraccidn de los minicromosomas
fue el descrito por Yarshawvsky, A, (652, que emplea 0,14 M HaCl,

Las cajass con las células se lavaron dos weces con 2.5 ml de
amcrtiguador {. A cada caja se adicionéd 2 wl del amortiguador
TEA-HC1 10 mM pH 6.8, Tritén x—-100 0.25%, EDTa-Ha 10 mM, PMSF

nte ze adi-

m

imM, v se mantuvieron 10 minutos a2 4°C, Foshtericrm

ciond HNHaCl a una concentracidn finmnal de 120 mM, E1 lisado obte-
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nido se raspd de laz cajas con wun fragmento de hule ¢ se c=ntei-
fugé a 6,500 rpm durante S minutos a 4°C 2n el rotor Sorvall
- . . - [ . .

55324, La pastilla nuclear obtenida d=s S5-8810 cflulas, fus re-

zuependida en 20 ml del amortiguador TEA-HC1 10 mM pH &.8, Tri-

U

= Cen—

tén X-100 0,25, HaCl 120 mM, EDTA 10 mM, PM3IF 0.1 mM;

1]

trifugd en las condiciones descritas, La pastilla de nuacleoszs ==
resuspendid, para la extraccidn de complejosz nucleoprotéicos, =n
i ml del amortiguador TEA-HC1 0 mﬁ-pH .0, Tritdn ¥-100, Hall
120 mM, EDTA 10 mM, FMEF 0.1 mM v se incubd =n eagitacidn 3 4°C

por 3 horas. Posteriormente =< centrifugd 15 minutos bajo con-

diciones ya mencionadas v el sabrenadantz s=2 colocd sobr

(1]

Ln
gradiente lineal de sacarosa de 5-25X con colchdn de 40K en a~
mortiguador TEA-HCY! 10 mM pH 7.5, HaCl 100 mM, EDTA 1 mM, Toda la
extraccidn se efectud a 4°C. Las muestras ze centrifugsron =n el
rotor SWS0.1 a3 45,000 rpm por 52 minutos a 4°C,

Después de la centrifugacidn se colectaron 20 fracciones d=
250 pl, Se tomaron aslicuotasz de cada fracocidn v se colocarsn
sobre papel Whatman 2 MM. Lz muestra fus precipitads de 3 & 5
veces por periodos de S minutos 3 4°C con TCA 3l S v lavados dos
veces con etanol al 95X, Los papeles se secaron y colscaron zn
vialez que contenfan S ml de una s=olucidn de FPO 1,25¥ v POPOP
0.04% en tolueno, Los viales se contaraon un minuto en =1 contador
de centelleo 1iguido modelo C2425 Packard, bajn condicionss au-—
tomiticas de 2H, "“C ; *HY C & **p/°H.
DIGESTION DE COMPLEJDS CIH ENZIMAS DE RESTE}ECEDH. La digestidn
se realizdé directamente en wna alicucts del gradiente preparatiwvo
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de zacarosa,

La composicidn final del amortiguador de digestidn fue: 10X
aproximadamente de sacarosa, Mall 100 mb, EDTA 1 mM, TEA-HC1 10
mM pH 7.5, Clz Mg 4 mH, DTT 1 mM v PMSF 0.1 mbf,

Las enzimaz de restriccidn provsnian de Bethesds Research
Laboratories Inc, o de= Amersham International, con una actiwidad
de S-10 UAul., La digestidn 2 llewno a cabo por 20 minutos 3 37O,
Ern cazo necesario, cuando (a nt1rad'da snzima a adiconar
era mencar de 1.5 pl, se diluwd =n amaortiguador TEA-HCLD 10 mM pH
7.5, HaCl 100 mM v EDTA 1 mM 231 volumen dezeado. Al finalizar 13
incﬁbatidn, ias tubos s colocaron inmediatamente en hielo v =e
anadid EDTA 3 una concentracidn final de 15 mM: o bien =& adi-

ciond mezcls de reaccidn v sarkozul al 1% final para los snsavos

].II

de transcripocidn,
TRAHSCRIPCION IWH  ¥ITROD DE  MIHICROMZSMAS DE SY40. La mezcla, de
reaccidn  estandard (135 pld comteniz de 1 a2 1.5 pg de minicro-

mosomas de SY40, &2 mM de TEA-HCI pH 7.5, NaCl 222 mM, PMSIF 0,085

mM, S04 (HH,?> 150 mM, MnC1l 2,2 mM, DTT 1.7 mM, ATF, CTP » GTF 1
mM, « P-CTP 10 Atm. (410 Ci/mmol?> v Zarkosvl al 1%, La reacciin
se llevéd a cabo a3 32° por S5 minutos v la =intesis =& pard por
enfriamizntoe de los tubos en bafio de hielo, ademis de agregar
EDTA a wuna concentracidn = final de 15 mMl, En algunos casos, la
sintesziz de PRHA == determind midiendo ia incorporacidn de *P al
material retenido scbre filtrosz DE/SY despuds de & lavados con
una solucidn gque contenia Ha, HPOL1EH, 0 EP/V) al 10Z, HayP, 03

0.542 (P/2VD) o 0% 0,010 (PAY), sequidos por dos lavados con agua
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FIGIRA V. E=squema genetral para la deteccidn de sensibilidad a2
enTimas de restriccidn en minicromosomas de  5Y40 activos en

Tranzcripcidn,
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etancl. Lo=s filktros fueron ==cados o contados en una =clucidn de
F
7

PFPU-POPOP-Tolueno wa descrita,

ELECTROFORESIS EH GELES DE ACAROSA, Se prepararon dos sistemasz de
geles, uno para resolver lz migracidn de complejos replicativos v

otro para complejos transzcripcionale=z., En =21 primsro, se utilizd

L’

una solucidn de agarosa Tipo II C(5igma) al 11X =2n amortiguador

Tris -fAcetztos 40 mM pH 7.9, Acetato de Sodio 20 mM » EDTA 1 mM.
Se disolwid calentando en horno de microondz2s w ose dejd enfriar

hasta 40YC. Pesteriorments se wacid sobre una cidmara para elec-

troforesis horizontal., Las musstras ze prepararon adicionando Sh

o

a wuna concentracidn final de 1¥, azul de bromofencl 0,015 u ga-
carosa al 154 =n cas=o de gus lazs musstras carecisran de ella, ==

calentaron en  bafio maria por S minutos a 25 C vy se colocaron

L]

n

ctroforesis s 1levwno a cabo durante

-

los carrilesz del gel. La =1

m

‘12 horas a 100 woltz v & tempersturs ambisnte recirculando =1
amortiguadaor,

Cuando =1 colorante 1lz2gdé al frante del gel, eszte sze sumer-
gidé en wuna =solucidn de Bromuro de Etidio <1 pg/ml) dJurante 20
‘minutos. El agel =se obszervd con luz ultraviolets en una cdmara
oscufa vy ce temd una fotografia con pelicula polarcid tipo 55 4
g7

Para 1os complejos transcripcionales, =21 g=l fue al 1.2% =n
un  amortiguador Triz-fAcetatos 40 mM pH 7.8, Acetato de Seodio 20

mM v EDTA 1 mHM., Se disolwid calentando en un horno de microsndas

v =e dejd enfriar para agregar Bromuro de Etidio s una concen-

tracidn fimal de 0,01%,
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La muestra ze colocd directaments en =1 carril del gel. La

! horas a 70 wvolts v a

Pl

electroforesis =2 llevd a3 cabo de ig8 a

emperaturs ambien recitrculan el amortiguador., Una wvez con-
t tur mbiente gcirculandeo el amortiguador. Un = on

L1}

cluida 1la electroforesis, «1 gel == lavd de 4-5 wveces con agus

bidestiladzs estéril, == fotogratid vy s= zecd directamentz bajo

L

presidn reducida =in calor por dos horas v con calor 1 hora ¢ se
expuso scobre una peliculs ¥X-Omat AR (Hodak) a -
FLUOROGRAFIA DE GELES DE AGARDSA. La fiuoro:ra?
empleando 21 método propussto por Laskey, W, (662, Los geles ==

sumergieron en metanol v =& mantuvieron durante 30 minutos =n

agitacidn v temperatura ambiznte por dos periodoz. Fosteriormznta

m

se cambid a wun baho de solucidn metanol-FFO 10X v se dejsd an
agitacidn por 2 horas. Transcurido =ste tisgmpo, se glimind =1
excesa de PFQ con metancl v se dejd prscipitzr =1 PPO impregrnado
al gel sumergifndolo en agus por 30 minutos., S2 secd sobre papel

Whatman en las condiciones wa mencionadas, Los geles desecados s

n

expusisron  sobre peliculas preszensibilizadas H-0mat AR (Kodak > a
~-70°C,

FRESEMSIEILIZACIOH DE PFELICOLAS. La pelicula X-Omat Ar se sxpuso
a destellos luminocsas praducidaé por una unidad fotogrivica de
destellos gque contaba com un filtro naranja YA2Z, como =e descri-
bid en (652, -

El ajuste para la intensidad luminosa se logrd variando la

distancia entre la pelicula v la fusnts de luz v/o el didmetro d=

il

la apertura sobre el filtro. Se determind la absorvancia de 1

pelicula  tomando regionss de  la misma precxpussta 3 distintas
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condiciones w midisndo la dens=zidad dptica a 340 nm en un espec—

trofotdémetro Zeiss. La distancia v apertura de la fusnte de luz

que se hizo incidir scbre la peld

trd unz densidad dptica de 0,15,

cula s& =21igid cuando ze regis-

La pelicula presensibilizadas ==

pusa en contacto con el gel previamente secado v se mantuwisron a

-70°C durante el tiempo necesario.
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RESULTADDS

PRESEHCIA DE La ESTRUCTURA GAFP EH MINICREOMOSOMAS ACTIWVOS

EN REFLICACICH,

I.- Furificacidn de minicromosomas d= SY40,

La primsra parte del prowvecto destinada a determinar =i

1

existiz uma r

I\

lacidn directa entre la estruciturs gap v

m

proceso de replicacidn, requeria de contar con minlcromosomas

(]

con  una  estructura 1o més parecida a la existente in wivos
Para lograrlo, =ze procedid como primer objstivo a desarrsllar
la metodologias propuesta por Yarshavsky A.(A65) para extrasr
minicromosoma de  EVY40 a3 partir de célulaszs infectadas; dicho
métoedo =e basa en el empleo de concentraciones fiszsioldgicas
de sal (0,14M HaClj,

La Figura 2, mnuestra el perfil de zedimentacidn de los=

ul

v
n

minicromoscomas maduros de SY40 extraid: bajo condiciones
fisioldgicas v purificados a travds de un gradiente linsal d=2
sacarosa d=l 5 31'232. |

Como se  pusde apreciar, los minicréhogamas maduros € a-

quélleoz inactiwvos en replicacidn vw/o transcripcidn) s= con-
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FIGURA 8., Patrdn de ssdimentacidn de complejoz nuclzoprotdicos da
5":‘40 .

Células LY fueron crecidze & infectsdas con SYWd40 como se

L

describe en Materiales v Métodos v marcadas por un periodo de |
horas con *H-Timidina (Spci/ml),

40 horzsz despuédz de la infeccidn, 1oz minicromozomas =

in

K

Ul

extrajeron con la metodologia descrita por Yarzhawsky, a4 (85

e

se sometieron a centrifugacidn por sedimentacidn =n un gradisnte
lineal de =sacarcsa del 5 al 254 3 45,000 rpm por S2 min, en un
rotor SWS0.1 3 4°C.

€e colectaron 20 fracciones de 250 pl v se tomaron ali-

cuotszs de 25 pl para determinar radicactividad TCA precipitsble.

-
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centran en una regicn 2specifica del gradizntes gue comprends
a las fracciones encerradas por el corchete, Ests patrdn d=
sedimentacidén se reproduje =n  todas las purificaciones
realizadas.

Del gradisnte, == tomaron las frasccion=as indicadasz, ==
mezclaron v ze cuantificd =1 DHa obtenido mediants 21 método
de Burton descrito en Materiales v Métodos obteniéndoss un

ones de cé-

[
L]
=J
o
I
.
m
[l
=
T
o
o
3
iy}
11}
o}
e
et
3
-
|
—t

rendimienta de
lulas infectadas con SY410,
I11.- Patrdn de restpricclidn de minlcromosEomas ma-—

co RI ¥ Babk HI.

ju
c
3
[ n])
L]
1l
0
3J
o
i3
19y
m
J
i
El
{r
Wi
i

Eajo las condicionss de  extraccidn empleadas, 5= ha
reportado que sdlo =1 20X aproximadamsntes de 1os miniceomo-
somas maduros presentan la regidn desprovizta de nucleosomas
{gapd (24>,

La dnica secuecia de reconocimients de la enzima Bgl 1

sobre =1 genoms de E%¥40 s= halla en la r=gidn donds =2 forma

e

L3 &Nz

el gap (0,67 U.,M.>. Dado gqus

m

ma =o0lo == capaz de

cortar =1 DHA en regiones del mizmoo dzzprovistasz de nuclz-

[

=jos nucleoprotéicos

im

cozomas, £z empled como detector de comp
con qap.

Inicialmente, ze decidid realizar una cinética de res-—-

triccidn usando con

(K}

entraciones variables de la enzima Bgl 1

manteniendn constants la cantidad de minicromosoma, con =21
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fin de determinar la concentracidn dptima de enzima para una

determinsds cantidad de minmicromosoma,

1

Se purificarcon minmicromoszcmas maduros, =& Lomaron )

1]
1

fracciones indicadas 1 alicuotaz conteniendo 2 pg de DHA se

ajustaron a las condicicones descritas en Materiales o Mé-
todos para restringir con la enzima Bgll a concentraciones d=
1 a 15 Ulpg de DHA, Una vez restringidos loz minicromosomas
se sametieron & electroforesis éﬂ oel de agarosa. En la Fi-
qura 9 se musestra la fotografis del ge=l, Como ==.observa, al
utilizar concentracionss de enzima entrz 5 a2 15 Ulpg de DHRA,
Se enccntrd. que =olo =1 308 de=l total de laz moléculas pa-

abam a la forms lineal del DHA Cformaz I111) mientraz qus el

1]

70% restante permanece en 1la forma circular (forma 112 o en
la forws supsrenrrellada (formas 12; =5 deciv, =clo el 20X de
los minicromosomas maduros son accesibles 3 la znzima.

El control en ezte caso, fus minicromozomas incubados zn

ausencia de srzima (carril 3> v DHA desprowizto de proteinas

1

Ccarriles 1w 23, el cuasl =z linearizzs =n caszi un 50X cuzndo

m

solo se esplearon 0.5 U DE Bglldfpg de DHA doarril 125 se

decidid emplear 10 U de Bgll/pg de DM& para ensayos poste-

riores,
En resumen, =s3tof resultadozs muestrsn que 308 de las

moléculas de minicromoszomas preszentan 1a regidn g9ap como Ya
ha sido reportado (243,
Por otra parte, =se decidid analizar =1 patrdn de res-

triccidn de minicromosomzs por SNTinas gQUe FECOnOCEn Secusn-
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FIGUFA 9, Sensibilidsd de minicromoszomas maduros a2 la enzima

restriccidn Bal 1.

Las fraccionss limitadaszs por =1 corchete 2n la Figura

ge mezclaron v =e tomaron alfcuctas de 70 pl para restringir o

concentraciones crecientes de la senzima EBagll,

de

=

an

Carril 1 DHA de SY40 restringide con 0.5U de Bglllyg de

DHA.

Carril 2 DHA de 3%40 sin restringir,

n

Carril 2 minicromosomas de SWdd =zin restringir.

Carriless 4, G, &, V, 8 v 9 minicromosaomas maduros

de S4¥490

digeridos con 1, 3, 5, ¥, 10 v 15U de Bgil-/pg de DHA respecti-

vamente.,
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cias fuera del gap.
e
Ze emplearon las enzimas de restriccicdon EcoRI oy Bam HI
l2=z cuale=s tienen una sola secuszncia de reconocimisnto en =1
genoma  viral pero que a difsrenciz de Ball se encusnhtran

fuera de la regidn donds =2 forma el

gdap.

Se purificaron minicromosomas maduros, e restringi=ron
con 10 U de cadas una de lasz senzimzs mencionasdas ¢ s Soma-—
tisron a gslectroforesis en gel de z2g9aroszz,. Las Fiagura 10 muss-
tra la fotografia de e2ste gel donde s= sprecis que =21 por-
centajé de moldculas gue pasa a2 la forma Iinsal o gue por
conszecusncla =5 acceszible a las snzimas, reprezsnta alradedor
de 20% independizntements de= 1la =nzima empleada, lo quse su-
gizre wuna distribucidn azarosa de nuclsozomas en los mini-
cromozomzs recstringidos,

En  rasumen, hasta agul se contaba con un metodo de pu-
rificacidn de minicromozomss de ZY40 en 20 forma natiwva, se
conocia  =u patron de restriccicon pars las enzimas Bgl I, Eco
BRI v Bam HI v =& contaba con la enzima EBgl I como detector de
minicromosamas Con Gap.

I11.- Purificacidn de mimicromosomas activeos =n

replicacidn,

Para determinar si wminicromozomas activos en replica-
cidn prezentaban o no lz estructura gap, fue necesario im-—

plemerntar la sgparacidn parcial



FIGURA 10, Patrdédn de restriccidn de minicromozomas madurcs des
SY40 digeridoz con laz enzimas Bgll, EcoRl v BamHl, .
De las fracciones comprendidas en el corchete de la Figura
8, =e tomaron zlicuctsas de ¥0 pl v se resiringieron con las en-
zimzz Bgll, EcoiRI v BamHI.
Carril 1 » & minicromozcomas maduros =in ser restringidos,

Carril 2 ¢ 3 minicromosomas digeridos con 10U dg Bgll/ug d=

LA,

Carril 4 minicromosomas digeridos con 10U de EcoRIJpg de
DHA&

Carril 5 minicromosomas digeridos con 10U de BamHIApg de
DHé
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aguellos que =2 hallzaban veplicande,

Fara lograr la separacidn fue necesario marcar diferan-
cialmente las dos poblaciones,

Se decidid suminiztrar Timidina-'"C por 16 horas a los
cultivos de ecélulas infectadasz pars marcar todas agquellas
moléculas szintetizadas durante sste psriodo v 3 las 40 horasz
postinfeccidn, dar un pulso de § minutos con Timidina-3H para
marcar solo aquellzs moléculas aﬁtivas gn replicacidn en =s3=
momznto, wa que s= ha reportado gue l3z replicacidn del mi-
nicromesoma wiral toms 15 minutos 162,

Inmediatamente despuds del pulso, la exbraccidn ﬁa los=
minicromosomasz 2 reslizd bajo =1 procedimiento descrito o Ia
purificacidn de =stos =& hizo a través de un gradisnte linsal
de sacaroza agel § al 25!

En la Figura 11 =& muesztra =1 parfil de sedimentacion ds

laos minlcromoasoma: de Ilos intermediarios replica-

]
3
w
L
f.
3
()
Iy
e

tivos, aobzervindose una sedimnentacidn diferencial de dos

poblaciones de DHA con coeficienies de sedimentacidn repor-

L]

ios

il

[

tadosz de 7355 para losz minicromosomas maduros o 30 ar
7

activos en replicacidn (57),

La separacidn sntre ellos no ==z dptima dado qus =2 tras-

lapan en wuna regidn “lo que podria ocasionar problemas en

igis,

ot

posteriores and
Uptamos por marcar a las células infectadas dnicamsnte

con Timidina-H durantz 5 minubtcs, exbtraer minicromosomas o

purificarlos  atravesd del aradiesnte linsal de sacaroza, y de
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FIGURA 11, Perfil de zedimsntacidén de minicromosomas maduros g
activwos en replicacidn,
Células C¥1 infectadas con  SY40 Fusron marczdas por un

!

perioda de 16 horaz con 'YC-Timidina ¢2.5 p

i
%]
M
i)
[
(V1]
L

40 horas despuéds de la infeccidn, las células == marcaron
por un perlodes de § 0 minutos (pulsocd con 100 pzidml de

SH-Timidina, inmediatamente e =3

trajeron los minicromosomas 4. &

sedimentarcon a trawvés de un gQradisnts linesl de sacsross del 5 a2l
255,

S colectarcn 20 fracciones de 250 pl v s tomaron ali-

cuotas de 15 pl para determinar radioactividad TC& precipitable.

61



] TiMiDINA (cPM x10°15 pi) x-x

~

0}

»

D

o

N

o

Nx. \
= x
J "
x
2 |
l N
2 \ o
ks /x \ \
- x ® 7
K/ ’Q-. -DX \’
X7 g0 t=? . xuxi'mm::rﬂ'.w
5 10 1 20
FONDO g TOPE
N°® DE FRACCION

30

25

20

15

0

-0 (n g,./{on: Wdd) VNIGIWIL [o,]

62



esta manera evitar la contaminacian de radiactividad aportada
por los minicromoszomas maduros.,

En el  panel A de Ia Figura 12, s= muestra el perfil de

LT}

= marcadas durante =

b

s
(o]
—
(K]
[v]
r
]
o

sedimentacidn de las molécula
una sedimentacidn =imilar a3 la cobsewada2 para los complejos
activos &n replicacidn en la Figura i1,

Contandos wa con =21 sistems de purificacidn parcial de

minicromosomas activos en replicacidn, =2 procadid a analizar

=i . preszentaban la estructura gsp uwtilizando a 1a senzima Boll
como detector,
IV.— Relacidn entre el gap v loz minicromosomas

actives en repliicacidn,

Ya que la poblacidn de molédculas activas en replicacidn
ez  heterogenzs dado que la infeccidn no es sincrdnico, {fue

necesario implementar una Estrategia que permitiera analizar

por separado a las moléculas en cads psso de la replicacisdn,

La estrategia emplesda se eligid Lomando =2n cusnta gue
la sedimentacidén de 1los  intermediarios . replicativoz esta

relacionada con  lo avanzado gque ze ancu=ntren =20 el proc2so
de replicacidn, es docir, teandrin un mayor cosficisnte de

sedimentacidn agquellaz molédcula que  2stén  terminando de

0]

tén inlciando su

L]
i

replicarse, mientras gue aquellas gque

tos, mientras

m
1T
iy
[

replicacidén sedimentaran mas lentamsnts gou

que aquellos gque no replican zedimentzridn en la regidn des los



minicromozomas maduroz.
Los complejos activos en replicscidn durants el pulso

3 ooclh iR ? g .
con H-Timidina == extrajsron v sedimentazron 3 btravesd del

et

gradiente de sacarcsa. Faosteriormente a la ssedimentacidn, =1

gradiente ze fracciond como == indica tmediante corchetess) an

ajustadasz a laz condiciones de restriccidn para la enzima

Egll.

alédculas, s sometistron a

=
3
hil}
1
M
=
[ S8
[T
Hil
5
b=
)
L
Iy
ok
w
n
3

electroforeszis =n qgel de agarecsza al 1Y e2n amortiguador

11}

w

Tris—-fBcetatos pH 7.2, wva que este zistema permite la =sep
racidn de loz intermediarios replicstivos de las otras formas
del DHA ¢TI, II, III1),.

La fotografisz del gzl =e muestra sn lz Figura 12 pansl
B, donde =& poeds aprecisr  la migracisdn de las moldcuiszzs
maduras pero no la de loz Intermediarios replicativos wa que
estos  zoln representan =l 5X de 1a totalidad de 1oz minicro-
mos=omas ., En €l gel == aprscia zin embargo, 2] incramento
en la cantidad ds DHA a3 medida gues las frscociones tomadas ze
acercan al tope del gradisnte, donde =& encusntran los mi-
nicromezomnas maduroes Cwer Figurs 112, los cuzless muestran =1
patrdn de resztriccidn caraciteristico para la enzims Bgll, ==
decir, 302 s5= hallan- en la forma 111 despuds de la
restriccidn =i se compara con =21 gue no fus restringido,

Con este gel se determind gque tanto la migracidn del DHA

como la restriccidn eran busnzs., Sin embargo, ya que =1 a3-

nidlisis iba dirigido a determinar la pressncia de la regidn
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FIGURA 12, Fetrdn de rpestriccidn de minicromosmas activeas 2n

replicacidn digeridos con la snzima Bgll.

2

Délulas CVi fueron marcadas por un pulso dz & minutos co

ot

s
i

il

=puds de la infeccidn, s= extrajeron

]|

ul

34-Timidina 40 horas d

minicromosomas Y se sedimentaron en un gradisnte lineal de =za-

carosa del 5 a3l 253 (R),

lLas regionss comprendidzs entre corchetes, fueron mezcladas

v se taemaron alilcuotss de V0 pl para restringier con lz 2nzioa
Bgll. Inmediatamsnte después, los complejos fuesron sometidos a
electrofore=zis en gel de agarosa (B,

El gel fus sometido a tratamiento fluorogrifico v ss secd

en condicionses ds wacio v calor) peostericirments =2 pUuso &N Con-
tacto con wna pelicula para ravos ¥ presensibilizada tipo OMAT-AR
durants 8 diaz (CJ,

La ietraz a, b, ¢, d v e, represzentan la=z fracciones a-

T

rnalizadas,
(-2 Mimicromosomas sin ser restringidos,

(+) Minicromosomas digeridos con 10 U d= Bgllfpé de D[HA,
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aap en minicromoszamas activoz en replicacidn, s=2 obtuvo 1a

+

autoradiogratia del gul deszpuds de un tratamients Fluorogri-

fico (Figura 12 panel 23, v =2 zomeshid o demsitomaetria |

Al comparar  lss moldculas sin restringir con aquellas
restringidas, =& observa qgque =dio del 20 a3l 30% presentan
accesibilidad a la enzima, lo gue =ugiere quse sdlo este por-
centaje presenta la reglon Qap, independisntensnte ds 1a

ntien,

T

etapa de replicacidn en la gque =& encu

Se analizd también la accesibilidad de los intermedia-

I,

Ecorl % BamHI. En ssta oca-

|
i
iy

ernzim

I3

rios replicativos a3 la:
sidn, solo se tomd la regidn b gque =2 musstrz en la Figura 12
para hacer la restricocidn,

bezpugs del tratamiento con cantidades excosiwvss de cada

o

iwons =2n rsplicacidn

1

una de 1ls= enzimss losz complejeos a
fueron sometidos & electroforesiz 2n g9=1 de agaroza, La Fi-

fue ana-

guraz 13 muestras la autoradiografia del gel la cua
lizada por densitometria.
Ez ewidentez de ests Figura, gue =21 scczso pars las snzimas
BamHI v EcoRI es diferente al de Bgll tzrnto cualitstivae como
cuantitativamente, sugiriendo gque alguna forma de maduracidn
de nucleosomas =2n la cromatinag wiral se lleve acabo alrededor
de 1oz zitios EcoRI, BamHI.

En reszumen, los resultados sugieren que la estructura
gazp no se halla pregente en minicromosomas activos en repli-
cacidn como un requizito para gque el svento se lleve a cabo,

sin  embargo existe la posibilidad gqus esta sstructura sea
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FIGURA 13, Complejos nuclecprotdicos actiwvos en replicacidn di-
geridos con laz enzimas Bgll, EcoRI o BamHI,
Laz fracciones comprendidas 2n =21 corchete b de la Figura

12, =se mezclaron vy se tomaron alicuctas de 70 pl psra somet

m
H

i

o

o

("]

digerir con lazs enzimas Bnll, EcokRil o BamHI., FPostericrments, ==

i

an =istems de slechrofare: zobre gel de agarosa

incluyeron  &n
al 14 con amortiguador Tris-Acetatos pH 7.3 (wer Materiales v
Métodos).

osl despuds de 7 diaz de sxposicidn

m
ot

La autoradiografiz d

mostrads,

]

e

Carril 1 complejos digeridos con 10U de BallAdug de DHA,

RN

Carril con 10U de EcoRIJpo de DHA,

s

Carril con 10U de BamHIApg de DHA,

1

Carril 4 complejos =zin ser digeridos,
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it

formadas inmediatamente daeszpuds de finalizar la replicacisn

rat

11
e
a
=
—
m
=
o
]
]
ul)
&
m

par lo que =& decidid continuar con lza gia,

i
|

V.- #danalisziz de minicromosomas gque recidgn compl

taron su replicacion

40 horzas después de infeccidn, celoulas CY 1 fueron mar-

cadas por un pulsoc de I minutos con 3H-Timidina., Se retird 21
exceso de marca v se mantuvisron =n medio de cazs (el cual se

describe en Materislesz v Métodosz)d por 10 & 45 minutos,

I

En la Figura 14 panzl &, =ze nuestra =1 periil de. sedi-
mentacidn de minicromosomas luego de 10 minutos d= caza., 5=
puede obzervar como 1oz minicraomosomas gque 3e hallaban mas
avanzados en su repliczcidn en =1 momento del pulsao, lleoan
al estado maduro durants =21 pericdo de caza acumulandose =n
la regidn d= los minicromosomas madurosz, mientras que aque-—

1los muy tempranos en replicaci1dn durante 1 pulso permanscen

o

t

i
i

en la regidn de los intermedisrios replicativos,
S tomaron lasz fraccionses gque se muestran =2ntre corcha-

tez , ge analizaron por restriccidn con la enzima Bgl I ¢ se

someticsron a ele

-

trofore=sis en gel de agarosa, En =21 pan=l E,
se muestra la auvtorradiografiz la cusl fue somstidas a ani-
lizis densitométrico mostrando qus la enzima reconoce apro-—
ximadamente el mismo numero de moléculas activas en repli-
cacidn coamo aqﬁellaz que terminarnn de replicarse.

z de 45 minutos == muestra en la

i de unas a3

i}
n
i

El ans&li
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FIGURA 14, Sencibilidad a la snzima Bgll de minicromosomas ac-—

tivbos en replicacidn despuds dz una caza de 10 minutos.

m

Células CY¥i1 Ffusron marcadas con un pulso de 5 minutos 440

o

horas después de ls infeccidn; =1 madio con 13 marca fus retirado

jul

v se adiciond medio de caza contenisndo un exceso de Timidina no
marcada, por un pericdeo de 10 minutos., Posteriorssnte, los com-—
plejos  fueron extraidos v porificados a ftrawez de un gradisnts
lirezl de sacarosz de § a 257

En (RJ, s& muestra =l perfil de sedimentacidn de losz com-
plejos. Las fracciconss entre corchetes ze mezclaron v se tomaron

alicuotas de 70 pl para restringir con la enzima 8gll. Inmedia-

tamente -despugs, los minicromosomas fueron zomstidos a electro-

foresis en gel de agarosa., En (B2, se mussztra la zutaradiografia

Las letraz a3, b, o v d repressntan las {racciones analizadas.
(=) Minicromosomas sin s digeridos,

(+2 Minicromosomas digeridos con 10 U de Bglldpg de DHA,
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Figura 15, En &1 panel A, =] patrdn de sedimentacidn musstra
que todss laz moléculss que == hallaban replicando v qus por
lo tanto =& marcaron durante el pulsc de § minutos, han com-
pletado =u maduracidn, concerntrindoezs en la rsgidn de los
complejos maduros,

Se hizo un andlisis de las molédculas distribuidazs en el
gradiente tomando las fraccionss que 5= musshran enbrs cop-

chetes, digiriéndolas con la enzima EBgll v sometiédndolas s

T

1 de agaroza. La sutoradiogratiaz del oel

b

electrofore=zi

0

2 Q

s muestra v la Figura 15 pznel B, El patrdn de restericcion

1]
s

bt

10

moléculass =nslizadas, =25 el mismo que pars

i
il

obssrvado para 1a

HIl
1

los minmicromoszomasz maduros ¢ wer Filgura 22, como o reveld
anslizis densgitomdtrica, por 1o que la poszibilidad gue 1a
ezkructura gap  =e formse en los minicromosmas Jurante 1a ma-

duracidn ez poco probablsa,

m

it

En ressum

L
l

n, == obserwvas que, tanto lazs scléculas qus =z2

hallan actiwvas en replicacidn, como agquellasz que recidn ra-

Bt

plicaron, musstran &1 mwmismo patrdn de restriccidn para la
enzima Bgll que aguel mostrado por 1oz minicromosomas madu-
ros; es decir, =zolo &l 208 asproximadazments de las moléculas

ex sensible & la sccidn de la enzima, Estoz datos por tanto

n

ugieren que la esiructura gap no s halla presente de manera

e estan replicando por 1o que tal

C

preferencial en moléculas g
vez esta estructura no s2& un regquizite para gque el proceso

G .

Ve 3 T

i

de replicacidn ze 11«

1
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nzima de restriccidn Boll de mi-

m

FIGURA 15, Sengibilidad a la

nicromosomas que recidn terminaron ds replicarse,

Células CY1 fuercn infectadas con SY40. 40 horas dezpu

f
Th.
]

Al

las células se marcaron por un pulsa de 3 minutos con 100 pcidmld
3 N s ; TR :
de H-Timidina v cazadas por un perfodo de 45 minutos =n medis

conteniendn un exceso de Timidina no marcads,

imentacidn minioroms-

.
1
15
m
o

En (A2, s& muestra =1 patrdn

samas & travezr de un gradients lineal de sacarosas del § al 25X,
Laz fraccionges mostracdss entre corchetes, =ze mezclaron w

alicuotas d digirigron con 10U de BallApg de DHA. Los

m
=~
]
T
-
Y]
m

mifnlcromosomas de de ser digeridos = sometiszron a slectro-

L]
-
L=
=
i
e
vi

1
]

foresi en gel  de agsross 21 1H, En <B2, =& musstra la autora-

diografla del gel.

Laz letras a, &, o v o razprezcentzsn las fraccionss ansli-
zadas, “

(=) Minmicromozomaz zin == digerideos,

C+) Minicromozomas digeridos con 10 U de EQIIJHQ de DHA,
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PRESEHCIn DLEL GAP EM  MINICROMOSOMAS  ACTIVIS EN —-—-

F 4
/

TRAHSCRIPCION,

Los siguientes experimentos estuvieron zncaminados en tratar
de detzrmina si la estructurs gap se= hallas presante en moléculas
transcripcionzalmante actiwvas . Se ha reportado, que =dlo =1 (X
de los minicromosomas de SY40 prezentes en una célula =e hallan
activasz en transzscripcidn (583, por lo que == reqguisre de condi-
ciones adscuadas para detectar este bajc porcentajs de moléculas
Y anzlizar de mansra eficisnte =1 preszantan o no la regidn gap.

La estratégia desarrollads s basd en un sistema propussta

por Gariglio (A28} que emples el detergente anidnico sarkaswl,

11

Ezste detergent desplazas ca=zi todas laz proteinas asociadas al
DHft  pero dejs unida 3 la REHA polimerass gus ha iniciado ls tran-

scripocidn,  impidiendo ademas, que nuesvas moléculas de polimeraszz

=

[11]

=& unan al DMA, pare reiniciasre sintesis, En este siztems, 1

cadenas de RHA wa indciladas in vwiwvo puseden ser alargadas v mar—

. ) . . 3% 5 n L .
radicsctivamznte in witro ¢ P-CTPY, siendo facilmente i-

—l

cadsy

LY

dentificables dado que la mayoria de laz protesinass unidaz al DHMHaA
zon  solubilizadas pore el sarkosyl, permitiendo que el complejo
terciario (DHA-RNA polimeraza-kRHAY, =se3 analizado abtravés de
electroforesiz en geles ds agarosa.

Células CY1, fueron infectadas c=on %40 y marcadas por un
pericoda de 1& horas con 3H~Timidina, paré-marcarah todaz las

moléculas sintetizadas durante este periodo de infeccidn y asi



localizar & los minicromosomas maduros por =g sedimentacisdn 2n un

4
[

gradiente lineal de sacarosa.
En la Figura 1156 panel A, ze musstrs el perfil de sedimen-

tacidén caracteristico de losz complsjos nuclecprotiicos maduros

lu

_.’

el corchete indica las fraccliones gus se zclaron para realizar

ios ensayvos de transcripcion, Estas fracai = tomaron hacia

Dre:

ba

el fondo del gradizntes ya qus s& ha reportado (353 que =1 co-
eficisnte de sedimetacidn ode moléculas actiwasz en transcripcidn
es  ligeramente superior gque =1 coneficiente 7?35 5 de los minicro-

mogomas maduros debido a la RHA polimeraszs CPM S00,000 d) v a la

i"l

cadena de EHA qun = estd sintetizando,

Se  tomaron zlicuotsas de la mexcla de fracciones contenisndo
minicromosomas  transcripocionalments activos, » se restringisron
con concentraciones crecizntesz de las enzimss Eco BRI v Egll,
pozteriorments: =& transcribieron in vitro =2n preszsncia de X de
detergene  sarkaosyl v %P -CTP (Materiales v MéEtodos? por un pe-
riodo de 15 minutos a 32 €.

Inmediatamente después de que 13 resccidn in vitro fus de-
tenidaz por la adicidn de EDTA, los minicromosomas fusron some-
tidas a electroforesiz en gel harizontasl de agaross al 1.2H. La
fotografias del gel =se muesztr en =l pansl B de la Figura 15,
donde =e aprecia 1l migracidn slectrofordbics de laz moléculas
maduras de S¥40 o el patrdn de restriccidn caracteristico para
cada wunas de las enzimas emplsadas. Dicho patrdn resbonde direc—

tamente & la concentracsidn de la enzima hasta que s= alcanza =1

limite de restriccipgn para cada una de =llzs, es decir, qus =olo
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FIGURA 1&., Sensibilidad de conplejos nucleoprotdicos tran-—

—tivos a snzimas de restriccisn,

in
i1}

scripcionalment

Minicromozomas de SM40 ze extrazi2ron v purificaron a tra-
wés de wun gradiente linzal de zacarosa del 9 al 255
dicicones descritzaz en Materialess v Métodos, En (A2 e musstra =1

perfil de sedimentacidn,

|
4

hets, fusron mszm-

g
i
o]

Las fracciones comprendidas sntre =1

cladas; se tomaron alicuctas de 70 pl v

L]

e digirisron con las

L

enzimas EcoRl v Bagll durante 20 minutos a I7°C, Despuds de 1a

rectriccidn, a estas mizmasz alicuotas =& les sgregd uns mezcls de
. L . s e a . B oTP. S
transcripcecidn conteniendo sarkosvwl <i¥ finald y &£ P-CTF. S=
incubaron durarnts i85 minutos a 32°C, Inmediataments despuds, los
minicromosomas se  somstieron a eleciroforesis =n gel de agsross

n
]
~.

al +.2¥% en amortigusdor Triz-dcstzstos pH 7.6, En (B} z& pueshrs
la fotografia del gel., .
El gel =ze secd v se expuso =obre una pelicula para ravos ¥
tipo OHMAT-AR durante 2 dias, En (C) =e musstra la autoradiogra-
fia,
Carrilez 1 v 10 minicromosonas sin g2 digeridos, pero =n |

fueron sometidoz a tramsoripcidn in wvitro.

Carriles 2, 3, 4 v 5 mimicromoszom resztringidos con 1, 32,

5 w 18U de EcoRIApg de DHA respectivamente

Carriles &, 7, 8 » 9 minicromo=zomasz restringidos con 1, 2,

@ » 15U de Bgllspg de DHA respectivamente,
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el 304 ds la poblacidn total de minicromosomas =5 Jdigerido,

La determinacidn de lazs molédculass sctivas en transcripocicn
se logrdé al szecar el gel v exponaerlo sobre una pelicula de rayos
%, de esta manera la radisactiwidad asociada a =llas s imprimid
en dichz pelicula,

En el cuadro € de la Figura 16, =ze musestra la sutoradiogra-
fia del qgel, la cuszsl fus zomstida a ansdlizis densitomdirico,. El
patrén d=  restriccidn con Eco RI de las moléculas activas an
tranzscripcidn, muestra gue =dlo un bajizimo porcentaje de =llas

Caproximadamente 108> ez digerids con la enzima adn a concentera-

i)

cionez de 13U de enzimaspg de DHaA, Sin embargo, =1 sfecto pro-
vocada por la-restricidn con la enzima Bgll 2=z totzslmente dife-
rente, observindose una linearizacidn de unz zlto porcentaje de
las moléculas a una concentracian de =dlo ZU de enzimaspg da DHA,

El gque soclamente un bajo porcentajs de minicromosomas so-—

o

nsi

i

tives en transcripcidn =e3 = le a2 la enzima EcoRl, sugisre
que la mavoria de ellos prezentan probablemente um nucleozoma que

blogquea las secusen

N

laz de reconccimients para la enzima, El

que ze emplee a la =n

]
[

ima Bgll come detzctor de moléculas con gap
vy la evidencia presentasda en este trabajo, sugleren que las mo-

léculas activas transoripcionalments presentan lz reqgidn gap.
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DIZCUZION,

Se ha sugsrido, que 1la actividad gengtica depends de las
sepcyencias del DHA v de la esztructurs de la cromatina (627, por
o que parece probable que 1z estructura determin al m2nos &n
parts, donde v cuando la transcripcidn v replicacidn deben ocu-
rrari

El hecho de que 1oz nucleossowmas no impidan los procesaz de
transcripcidn v replicacion (20, 552, no descarta la posibilidad
de que una estructurs clave de cromatina e requisras en las re-
gqionges neceszarlias para la inlciscidn de la zintesis de DHA o Rie

La esztructura gep sncontradas en aproximadamsnts 208 ds los
minicromosomas maduros de SY40 (24), se¢ conziderd comd un posible
factor regulador de la sxpresidn viral, concedisndo a Ios gus Iz
preszentaban cualidades para replicarse v/o tramzcribirse.,

Por medio de wun marcaje diferencial, se logrd identificar
minicromosomas madurvs v minicromozoma  activas en replicacidn
«Figura 1123, anslizasrlo=z mediants =1 emplszo de enzimas de res-—
triccidn v de ssta mansra deéfinie =1 pressntaban 1x regidn gap,

lLos resultados presentados &an las Figuras 9 v 12, musstran
que  minicromosomas maduros  azi como agquellos ;_tiuog en repli-
cacidn, muestran wuns estructura similar, =25 decir, s5dlo una po-

blacidn reprezentando el 304 del total, pressnt

an

81



1
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[
et
n
LL1]

la enzima Bgll, sugiriendn gus zdlo =

11

porcentaje de omol&a

|}

M
]

presentan &1 gap, por lo que tal wezr una sshtructura de 2ste tip

LY}

o de repicacidn ilewve a cabo,

{5
m
1]
1L

ric determine que 21 proas
Zin embargo, =1 hecho de emplezr 3 la &nzima Bgll como ds-
tector, lleva a considsrar la pozibilidad de que =1 #f=cto ob-
zervado i 23 realmente 2] existente 1n viwo,
Se sabe por =jemplo, de la participacidn =n el svento da
iniciacidn de la replicacidsn de enzimas tyles como 1z DHB poli-
merasa, topoisomerasaz, girasasz, factores ds iniciacidn y oen =1

cazo de SY40 del antigeno T, (133, gue pudisran estar azociados

s

directaments a la regidn gap, blogusando el acceso da la enzima
de  restriccidn Bgll, impidigndeols dissrniev =ntrse las dos pobla-
ciones de minmicromosomas, Dentro de estos elementos, sl wez
uno de los mas importantes 5 nivel de replicacidn wiral sesz =1

fpntigeno T, Esta proteina ze halla asszociada a3l menos a SGH de las

moléculas activas en repliczcidn <700, v al parecer szolo

i

= e

guiszre  al inicio de la sintesisz de DHA., Urna de sus tres zecusn-

i

cias de reconocimiento sobre 21 DHA, =z traslapa con el zitig de
restricién de la enzima Bgll. Un reporte recients, prusba que =1
#3 T ascciade a minicromosomas, blogqus =1 acgeso a enzimas de
recstriccidn <712, lo que apowa la sugerancia plantsada,

Como =2 obsevs en la Fiagura 13, =1 porcentaje de moléculas
activas en replicacgﬁn estringidas con EcoRl v BamHI, con se-

cusncias  de reconocimisnto a  la mitad v fimal de la cadena =n

m

replicacidn (ver figura 3), &5 superior gue el obserwvado para la

srizima  Bgll por lo merncs 1.5 weces, Esteos resultados apovan la

8z



sugerencia plantesdas eobre =21 impedimznto de restriccidn para 1a
enzima Bgll por factores itnvelucrados & 1la inicizcidn de 1a re-

plicacidn.

15}

Sin - embargo, los  resultadeoe obhtenides 3 partir de los 2n-

zayos de pulso-caza (Figuras 14 v i3, que permitirian determinar

‘actores de iniciacidn de

*l

=1 esta regidn se deskloqué una vez que
la replicgcidn w2 no se raguisrsen, MAestran gQue minlcromosSomas

que  recifn  termiparon de peplicarse no son restringidos prefe-

m

rencialmente por la ernzima Bgll como era de =sperarse si e con-

i

i

sidera gque la maguinsria de replicacidn ha abandonado el gap.

Este efecto 32 pusde deber sin e2mbargo, 3 que =1 porcentajs

de moléculas gue no fus

a8
-
[

1gerido con la enzima reingreszaron al

1t

proceso de  peplicacidn, asocidndose nuevamente con factores de
iniciscidn,

For udUltimo, =& ha propueszto gque la cromatina celular ast
como la wiral se hallan aszociadzzs a3 13 matriz nuclear durante =su

replicacidn (722, E1  hecho de emplear una concentracidn fisio-

&

ldgica de =al durante la sxtraccidn de los minicromosomas, po-
dr-ia impedir ¢l contar con la totslidad de las moléculaz en re-
plicacidn wa gque estaz condiciones de zalinidad no desprenderian

a la=s moléculass que =¢ hallan eszstrechamente wunidas a3 proleinaszs ds

i

matriz, provocando un zndliziz pzrcial de minicromosomas actiwvos
en replicacidn,

Todas estas posibilidades planmnteasdas, requieren de siztemas

decuados para 2 descartadas, El empleo de mutzntes Tza de SY40

L
im

las cuales sintetizan um Ag T sansible a 1la temperatura podrian
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responder en parte estoz plarteamientos,

RELACION ENTRE MIHICROMOZOMAS ACTIVOS EN TRAN-

SCRIFCION Y LR ESTRUCTURA GAP,

1]

‘Yarios estudioszs dirigidoz a delucidar la esstructurs de genss

activos en tranzcripcidn han sido reportados, pero ninguno de

ellos muestra claraments una =2strucurs sspecifica gue se asocie

vento de sintesiz de EHa (27 ),

=4
m
—
I

L

Evidencias acumulada=z, por =2j3)smplo, indican que genss ce-
lulares transcripcionalmsnte  actiwvos pusden ssr debectados como
cramatina expussta, cuando =e prueba du ensibilidad a3 rucleazas.

En particular ha si1do demosstredo gque el extremo S 'regulador ds

lns genes de 1a globkinaz, insulina 2 histonas, musstran una sen-

10
m
-
iyl
1
e
a3
1=t
L
iy
)
1
it

sibilidad incrementads a2 nuclessas transcriben
estos  genes, mientrasz gque aquellas que estin latentes para ex-
prezarlos, no musstran tzl sensibilidad (28, 290,

Mediante el mdtodo deescritoc en ezte trabajo, s& logrd marcare
barm transcribisndo In

de manera diferencizal molédculas gue ==t

i

A1

vivo 3 través de un sistema de tramscripoidn in vitro en pres=an-
ciz del detargente anidnice sarbkoswyl » del precuror radioactivo

3z ) . .
F(#)~CTF, de tal manera gue == pudao analizar la estructura nativa
de estas moléculas v definir i preszantaban la estructura gap.

Los resultsdos en la Figura 16, muestran gue minicromosomas

activos en  transcripcidn, =zon prefsrencialmente zocesiblez a la
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Iy

accidn de la enzima Bgll, lo gque sugiere gque la regidn gap
J

halla presants en estas moléculasz,

El gque 1la regidn gap sea hipersenzible 2 la accidn de nu-

1]

cleaszas= y  dzdo que eszta estructura se halls en minicromosoma
activeos en tranzcripcidn, hace poszible sugerir gue una sstructura
zimilar se encusnbra en genes celulares activoz, giendo la for-
macidén de estzx estructurz uno de Ios= primeron pasos en la acti-
vacidn de un gen.

En apcocvo al posible funcidn de ssta regidn durante 1z tran-
scripcidn,‘ viene de experimentos  que demuesrtran la eficisntes
iniciaidn de 1z transcripcidn del RHam tardio de SV40 a partir de
eets  regidn  cuando RHA  polimerazas de E. coli fus incubsdas con
minicromosomas  virales v npo asi cuando ze incubd con DHA desnodo
de S¥40 (73D,

Una posible funcidn de la regidn gap, podrla sstar relacio-
nada directamente con  alguna de laz zecusncias comprendidas =n
ella,

Como wa hs sido mencionado Cintroduccidn?, dentro del gap s=

secyusncias promotoras, las Secusncisas rea-

bt
w
n

hallan ademids de

i1}

petidasz de VP2pb con actividad aumentadors de la transcripcidn a

través de =u unidn 3 fac

s de iniciacidn de la trasnscripcocidn

ot

A Y

g

T

coms ha sido sugerido rscientements poy Jongstra, J. (610, por 1o

que parece posible que se reguiersy una estroctura del tipo gap
para que la magquinariaz de trenzoripcecidn == una al templado =
inicie 1z sintesiz de RHo,

For dltimwo, =] hecho de que solo =1 14 de loz minicromosomas
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0]

dez §¥40 =se encuentren actives en transcripcidn, misntras gque

existe unm 20X de moléculas potenciales parsa transcribir, sugisre

U1

que la estructura gap no &3 &l Unilco requisito para gque el svento

in

N

]
in

de transcripcidn de 11 53 cabo, requiridndoszs tal vezr de con-
o}

un factor especifico de iniciacidn o

i

centraciones adecuadas d
bisn de la misma RHA polimzrasza Ilo responsable de la sintesis in

vivo de los ENA menzajeroz (740,

En rezumen, los resultadoz obitenidoz z través de este tra-—

bajo, musstran gque la presencia del gap &n minicromosmas de SV4D

1 nto de tramscripcidn, rmo

T

esta asociada directamentse  cCon

m

L n

m

i

i

=1 con el de replicscidn, apoyando que la sstrouctus de la cro-
matina Jjusga wun papel crucial en 1a reguiacidn de lz expresidn

gsnética.
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