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RESUMEN

La posicion de los nucleosomas tiene un gran impacto en procesos
celulares que involucran interaccion proteina-ADN, como es el caso de la
replicacion, reparacién y transcripcion. En Saccharomyces cerevisiae los
promotores de genes se encuentran enriquecidos en secuencias
homopoliméricas de ADN denominados tractos poli (dA:dT), las cuales se
relacionan con la presencia de regiones libres de nucleosomas (NDRs). En
otros organismos, como raton y humano, la presencia de tractos poli (dA:dT) es
menor y su distribucién es mas amplia; sin embargo, mantienen su capacidad
de excluir nucleosomas, lo que podria significar que existen mecanismos
comunes que se han conservado durante la evolucion.

¢,Como se forman y mantienen los NDRs? Estudios a nivel de genoma
completo han determinado que los complejos remodeladores de cromatina
dependientes de ATP juegan un papel clave en este fendbmeno, donde existen
complejos denominados “despejadores”, que abren y forman los NDRs, y
complejos denominados “cubridores”, que cierran los NDRs. Ademas, otros
estudios han encontrado una relacion entre la accion de los complejos
remodeladores de cromatina dependientes de ATP y la presencia de los tractos
poli (dA:dT), donde la accién de factores de transcripcidn también estaria

implicada. Sin embargo, aln se desconocen los mecanismos moleculares de la

XXi



comunicacioén que existe entre los diferentes elementos que se encuentran en
los NDRs.

Por este motivo, en el presente trabajo buscamos determinar la influencia
de los tractos poli (dA:dT) sobre la actividad remodeladora de nucleosomas de
los complejos ISW1a, RSC y ySWI/SNF, los cuales cumplen diferentes roles en
la mantencion de los NDRs. Ademas, estudiamos cémo factores de
transcripcion pueden influir en la dindmica entre estas secuencias y los
complejos estudiados. Para llevar a cabo nuestro estudio, usamos sondas
mononucleosomales reconstituidas in vitro que poseian diferentes
configuraciones de los tractos poli (dA:dT), con las que se ejecutaron ensayos
de remodelacién analizando la accion de los complejos purificados.

En nuestros resultados hallamos que estas secuencias pueden afectar
de manera directa varios aspectos de la accion de estos complejos, como: la
unién al nucleosoma, la intensidad de la actividad de remodelacién y la
direccidén en que ejecutan ésta. Ademas, observamos que la orientacion de los
tractos poli (dA:dT) afecta diferencialmente a los complejos remodeladores de
cromatina estudiados. Por otro lado, encontramos que los factores de
transcripcion podrian ejercer efectos diferenciales sobre ISW1la y RSC. Estos
resultados realzan la importancia y el impacto que tienen los tractos poli (dA:dT)
en el posicionamiento nucleosomal y ayudan a dilucidar los mecanismos

mediante los cuales estas secuencias ejercen sus efectos.
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ABSTRACT

Nucleosome positioning is crucial for cellular processes involving protein-
DNA interactions, as in the case of replication, repair, and transcription. Gene
promoters in Saccharomyces cerevisiae are highly enriched in homopolymeric
DNA sequences called poly (dA:dT) tracts. These sequences are correlated with
the presence of nucleosome-depleted regions (NDRS). In organisms like human
and mouse, poly (dA:dT) tracts are less abundant and their distribution is wider.
However, their ability to exclude nucleosomes is still present, which could mean
that common molecular mechanisms have been conserved during evolution.

How are NDRs around poly (dA:dT) tracts formed and maintained?
Genome wide analyses have found that ATP-dependent chromatin-remodeling
complexes are key in these processes. There are complexes called “pushers”
which can open and maintain NDRs, and “pullers” which can close NDRs. In
addition, these studies have shown a correlation between the action of
remodeling complexes and the presence of poly (dA:dT) tracts, where the action
of transcription factors can be also involved. Nevertheless, the molecular
mechanisms of by which these different elements act are still unknown.

In this context, our goal was to determine the influence of poly (dA:dT)
tracts on the remodeling activity of ISW1a, RSC and ySWI/SNF complexes. We
chose these complexes because they play different roles at NDRs. In addition,

transcription factors were analyzed to understand their contribution in NDR

XXiil



dynamics. To answer our questions, we used in vitro reconstituted
mononucleosomal probes, which harbor poly (dA:dT) tracts in different
configurations, analyzing the action of the purified complexes.

We found that poly (dA:dT) tracts can influence the action of these
complexes in several aspects, such as: binding to nucleosome, strength of
remodeling and the direction in which the histone octamer is moved. In addition,
we observed differential effects due to orientation of poly (dA:dT) tracts.
Furthermore, we found that transcription factors can exert differential effects on
RSC and ISWla activities. In summary, our results highlight the role of poly
(dA:dT) tracts on nucleosome positioning and help in the elucidation of the

molecular mechanisms by which these sequences exert their effects.
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1. INTRODUCCION

1.1 Estructura de la cromatina

Los genomas eucariontes se encuentran altamente compactados dentro
de los nucleos celulares. Esto se logra mediante la asociacion del ADN a
diferentes proteinas nucleares, formando un complejo nucleo-proteico conocido
como cromatina. La unidad basica de ésta es el nucleosoma que esta formado
por aproximadamente 200 pb de ADN y un octamero de proteinas llamadas
histonas (H2A, H2B, H3 y H4, dos copias de cada una). Alrededor de 147 pb de
este ADN rodean el octamero, lo que conforma el centro nucleosomal, mas
conocido como core nucleosomal. A este ADN comunmente se le denomina
ADN nucleosomal (por lo que en esta tesis se usaran los términos “ADN de core
nucleosomal” y “ADN nucleosomal” como equivalentes). EI ADN sobrante (ADN
linker) es el puente que mantiene unidos los nucleosomas. En ocasiones puede
existir la presencia de una quinta histona (H1), la cual se ensambla por fuera del
core nucleosomal y puede llevar a la cromatina a mayores grados de

compactacion (Figura 1) (Luger y col., 1997; Richmond y Davey, 2003).
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Figura 1: Niveles de compactacion de la cromatina. A) Modelo clasico de la compactacion
de la cromatina. B) Modelo actual de como se organiza y compacta la cromatina. Fuente: A)
Modificado de Felsenfeld y Groudine, (2003) (Felsenfeld y Groudine, 2003). B) Tomado de

Moraru y Schalch, (2019) (Moraru y Schalch, 2019)

Si nos detenemos en la estructura del core nucleosomal, podemos
observar que las histonas presentan un motivo estructural denominado histone-
fold, el cual media las interacciones del dimero H2A-H2B y H3-H4.
Posteriormente, se produce la formacion del tetramero H3-H4, al cual se le une
dos dimeros H2A-H2B, para formar el octdmero de histonas (Luger y col., 1997,
Zheng y Hayes, 2003). Los dimeros que componen el octdmero forman un

motivo denominado handshake, el cual permite la interaccién con el ADN. En



éste existen residuos aminoacidicos positivos que interaccionan con la cadena
de ADN, la cual presenta carga negativa. En cada handshake existen tres
puntos de interaccion con el ADN (Figura 2A), que coinciden cuando el surco
menor de este Ultimo mira hacia el octdmero (Davie, 1998; Koyama y
Kurumizaka, 2018; Luger y col., 1997). Considerando que 147 pb de ADN
rodean el octamero de histonas (1.65 vueltas) y la cadena de ADN rota sobre su
eje cada 10.4 pb, significa que hay alrededor de 14 vueltas de la doble hélice
sobre el octamero de histonas, lo que se traduce en 14 puntos de interaccion
entre el surco menor del ADN nucleosomal y el octdmero de histonas (Koyama
y Kurumizaka, 2018; Trifonov, 2011). Para poder localizar estos puntos de
interaccion y otras propiedades del ADN enrollado alrededor del octdmero de
histonas, se cre6 una nomenclatura que da la locacién del ADN dentro del
nucleosoma, la cual se denomind SHL (superhelical locations). Estas se
enumeran del -7 al +7 y se refiere a las posiciones donde el surco mayor del
ADN mira hacia el octamero de histonas. También podemos encontrar
posiciones intermedias que indican cuando el surco menor se enfrenta al
octadmero de histonas. Considerando el doble eje de simetria del nucleosoma, a
la locacion central se le denomina dyad (dado por 1 pb) y corresponde a la
posicion SHL 0 (Figura 2B) (Cutter y Hayes, 2015; Koyama y Kurumizaka, 2018;

Luger y col., 1997; Richmond y Davey, 2003).
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Figura 2: Organizacién del nucleosoma. A) Heterodimeros H2A-H2B (izquierda) y H3-H4
(derecha) en la estructura del nucleosoma. Se muestra el motivo handshake y los puntos de
interaccién con el ADN. Las esferas rojas indican los contactos entre el surco menor del ADN y
los residuos positivos de las histonas. B) Se indican las locaciones (superhelical locations) del
nucleosoma. El dyad (centro) del nucleosoma tiene la posicién SHL 0. Cada locacion SHL esta

numerada del -1 al -7 y del +1 al +7, con una periodicidad de aproximadamente 10 pb. Fuente:



A) Modificado de Koyama y Kurumizaka, (2018) (Koyama y Kurumizaka, 2018) B) Modificado de

Kobayashi y Kurumizaka, (2019) (Kobayashi y Kurumizaka, 2019).

Debido al enrollamiento del ADN alrededor del octdmero de histonas,
usualmente se considera que el nucleosoma es un elemento inhibitorio en
procesos en donde es necesaria la unién de proteinas al ADN, como son los
procesos de replicacion, reparacion y transcripciéon (Campos y Reinberg, 2009;
Richmond y Davey, 2003). Asi, la cromatina se muestra como un elemento
altamente dinamico al poseer zonas donde el ADN se encuentra como ADN
linker o formando parte del core nucleosomal. Ademas, la presencia de la
histona H1 permite que la cromatina pueda transitar por mayores (menos
accesible) y menores (accesible) grados de compactacion, regulando la unién

de proteinas en diferentes regiones del ADN (Woodcock y Ghosh, 2010).

1.2 Remodelacion de cromatina dependiente de ATP

Como se menciond anteriormente, la presencia de los nucleosomas es
relevante en diferentes procesos celulares. En el caso de la transcripcion, se ha
descrito que durante la etapa de iniciacion es necesario que ocurran cambios
en la estructura de la cromatina en las regiones regulatorias de los genes a
transcribir, lo que permitird la union de diferentes proteinas como los factores de

transcripcion (Li y Reinberg, 2011). A estos cambios en la estructura de la



cromatina se les llama remodelacion de cromatina. Las proteinas o complejos
de proteinas que pueden modificar la estructura de la cromatina se clasifican en
dos grandes grupos: Los que modifican covalentemente residuos de las
histonas y los que remodelan la cromatina con dependencia de hidrolisis de
ATP (Clapier y Cairns, 2009; Clapier y col., 2017; Kouzarides, 2007).

Los miembros del segundo grupo comparten las siguientes
caracteristicas: 1) Mayor afinidad por el nucleosoma que por el ADN desnudo.
2) Poseen una sola subunidad catalitica, que contiene un dominio ATPasa que
se divide en dos l6bulos RecA-like, la cual funciona como motor para realizar la
translocacion del ADN y romper los contactos ADN-histonas, mecanismo
denominado translocacion del ADN dependiente de ATP (Figura 3). 3) Dominios
y/o proteinas que regulan y/o complementan la accion del dominio ATPasa. 4)
Dominios y/o proteinas que interaccionan con otras proteinas, como es el caso
de chaperonas, factores de transcripcion y proteinas de la cromatina. Las
primeras dos caracteristicas permiten que el remodelador actie sobre el
nucleosoma, mientras que las ultimas dos definen sobre qué region y
nucleosomas actuara, como también el resultado final luego de la accion de

remodelacion (Clapier y col., 2017).
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Figura 3: Organizacion y mecanismo de translocacién de complejos remodeladores de
cromatina dependientes de ATP. A) Organizacién de los dominios presentes en la subunidad
catalitica de las diferentes subfamilias. EI dominio ATPasa-translocasa (Tr) de todos los
complejos remodeladores, es suficiente para llevar a cabo la translocacién del ADN. Lobe 1y
Lobe 2 corresponden a los lébulos RecA-like. Existen cuatro subfamilias: ISWI, CHD, SWI/SNF
e INO80. B) Mecanismo de translocacion. Los Iébulos RecA-like se representan como
“guantes”, estos se unen y se liberan del ADN de manera secuencial. Con un ciclo de hidrdlisis
de ADN se transloca entre 1 a 2 pb. Fuente: Modificado de Clapier y col., (2017) (Clapier y col.,

2017).

El mecanismo de translocacion es compartido por todos los miembros de
este grupo y se lleva a cabo por una hebra del ADN, de manera unidireccional y
en direccion 3’-5’ (Figura 3B). Para que se lleve a cabo, los I6bulos RecA-like se

unen al nucleosoma en la locacién SHL2, con excepcién de INO80 que se une



en SHL-6/-7. Los l6bulos se unen uno por delante del otro, permaneciendo un
complejo unido al octamero de histonas durante la translocacién. Debido a que
el dominio ATPasa no se encuentra unido al centro del nucleosoma (dyad), a un
lado de éste existira una porcion de ADN nucleosomal mas corto o “proximal” a
un borde del core nucleosomal, mientras que por el lado contrario la porcion de
ADN nucleosomal serd mas extenso o “distal” al otro borde. De esta manera,
durante el proceso de translocacion el ADN es tirado del lado proximal y
empujado en el sentido contrario (Auger y col., 2008; Clapier, 2021; Clapier y
col., 2017; Nguyen y col., 2013), generando tension a ambos lados del dominio
ATPasa, lo que finaliza con la formacion de una onda y ruptura de los contactos
ADN-histonas en esa zona. Posteriormente, la onda se propaga por la
superficie del octdmero de histonas, rompiendo los contactos en la zona de
avance y formandose nuevamente en la zona posterior (Clapier y col., 2017).
Las ondas que se propagan pueden ser de 1 pb (Harada y col., 2016; Sirinakis
y col., 2011) o pueden implicar mas de 1 pb (Deindl y col., 2013). Por cada ciclo
de hidrdlisis de ATP se transloca 1 o 2 pb, y por aproximadamente 10 pb que
son translocados, ocurre una rotaciéon helicoidal del ADN (Clapier y col., 2017).
Debido a que todos los miembros poseen un mecanismo de
translocacién comuan, estos se diferencian por las funciones que cumplen, los
cambios en la cromatina luego de que ocurra el mecanismo de remodelacién, lo
gue esta vinculado a dominios particulares presentes en su subunidad catalitica

y propiedades de otras subunidades de cada complejo (Clapier y Cairns, 2009).



En base a caracteristicas de la subunidad catalitica, los complejos
remodeladores de cromatina dependientes de ATP se dividen en cuatro
subfamilias: SWI/SNF (switching-defective/sucrose non-fermenting), ISWI
(imitation switch), Ino80 (Inositol-requiring 80) y CHD (chromodomain helicase
DNA-binding) (Figura 3A) (Clapier, 2021; Clapier y Cairns, 2009; Clapier y col.,
2017). Ademas, la mayoria de los miembros se especializan en llevar a cabo
una de las siguientes tres funciones: ensamble y organizacion de nucleosomas,
acceso a la cromatina y edicion de nucleosomas (Clapier y col., 2017).

El primer complejo remodelador identificado fue SWI/SNF en
Saccharomyces cerevisiae, el cual estd conformado por doce subunidades y le
da nombre a esta subfamilia (Cairns y col., 1994). Los organismos usualmente
tienen dos miembros de esta subfamilia, los cuales poseen subunidades
cataliticas similares; en levadura Sthl y Snf2/Swi2 para el complejo RSC
(remodels the structure of chromatin) y ySWI/SNF, respectivamente (Clapier,
2021; Clapier y Cairns, 2009; Clapier y col., 2017). Cabe destacar que el
complejo RSC es aproximadamente diez veces mas abundante que el complejo
ySWI/SNF (Cairns y col.,, 1996). Entre las consecuencias observadas de la
actividad catalitica de los complejos de la subfamilia SWI/SNF se encuentran: la
exposicidn transitoria del ADN nucleosomal, el reposicionamiento del octdmero
de histonas en cis a lo largo del ADN (sliding) y la transferencia del octamero de
histona en trans (eviction) (Figura 4). Muchas de estas respuestas son comunes

en miembros de otras subfamilias, aunque en el caso de eviction es



caracteristica de los complejos de la subfamilia SWI/SNF (Clapier y Cairns,
2009). Tipicamente los miembros de esta subfamilia se caracterizan por facilitar
el acceso a la cromatina, moviendo o eyectando nucleosomas, lo que se puede

reflejar en activacion y represion génica (Clapier y col., 2017).

/ Binding site

Unwrapping

Figura 4: Diferentes resultados de la accion de remodelacién. En rojo se muestra un sitio de
union para una proteina de unién al ADN (DBP), el cual se encuentra inaccesible al estar como
ADN nucleosomal. Luego de la accion del remodelador, se pueden observar diferentes
resultados que dejaran accesible el sitio de union. El nucleosoma se puede mover en cis a lo
largo del ADN (Sliding), se puede eyectar en trans (Eviction) o se puede realizar una exposicion
transiente del ADN nucleosomal (Unwrapping). Fuente: Modificado de Clapier y Cairns, (2009)

(Clapier y Cairns, 2009).

Los complejos de la subfamilia ISWI se caracterizan por poseer un bajo
namero de subunidades, usualmente entre dos a cuatro. La mayoria de los

organismos poseen una o dos subunidades cataliticas similares, con lo cual se
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forman todos los miembros. En levadura, los complejos ISW1lay ISW1b poseen
la subunidad catalitica Iswl, mientras que el complejo ISWI2, posee la
subunidad catalitica Isw2. Los miembros de esta subfamilia realizan sliding, lo
cual tipicamente se traduce en ensamblar y regular el espaciamiento de
nucleosomas, como también en limitar la expresion génica. Para dejar los
nucleosomas con el mismo espaciamiento entre ellos, la subunidad catalitica de
estos complejos posee un dominio HAND-SANT-SLIDE (HSS) que se une a la
cola sin modificaciones de la histona H3 y al ADN linker, permitiendo funcionar
como una “regla molecular” (Clapier, 2021; Clapier y Cairns, 2009; Clapier y

col., 2017).

1.3 Posicionamiento nucleosomal y arquitectura de promotores

Como se mencion6 anteriormente, los complejos remodeladores de
cromatina dependientes de ATP generan cambios en la estructura de la
cromatina, lo que afectara diferentes procesos celulares, como por ejemplo la
transcripcion. Bajo este contexto, se ha observado que para que se lleve a cabo
el proceso deben ocurrir diferentes cambios en la posicion de los nucleosomas
adyacentes al sitio de inicio de la transcripcion (TSS) (Cairns, 2009; Clapier y
Cairns, 2009; Hota y Bartholomew, 2011). Por este motivo, es relevante

conocer la posicién de los nucleosomas en esta region, asi como las posibles
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posiciones alternativas vinculadas a distintos estados transcripcionales, para el
conjunto de genes de un genoma.

A lo largo de los afios, muchas técnicas se han desarrollado con el
objetivo de determinar la posicion de los nucleosomas a lo largo del genoma, lo
gue se potencio con la llegada de técnicas de alto rendimiento (microarreglos y
secuenciacion de nueva generacion). De esta manera, muchos estudios
comenzaron a obtener mapas de posicionamiento nucleosomal con cada vez
mayor precision, desvelando nuevos aspectos relacionados al “paisaje
nucleosomal” en el promotor proximal y su rol en la regulacion de genes
(Cairns, 2009; Chereji y col., 2018; Lee y col., 2007; Lieleg y col., 2015; Mahony
y Pugh, 2015; Tirosh y Barkai, 2008; Voong y col., 2017). Cabe destacar, que el
concepto de “paisaje nucleosomal” se refiere al posicionamiento nucleosomal
(posicion del nucleosoma) y ocupancia nucleosomal (densidad de

nucleosomas) en una region determinada del genoma (Figura 5) (Pugh, 2010).
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Figura 5: Paisaje nucleosomal. llustracién que aborda la diferencia entre posicionamiento y
ocupancia nucleosomal. El posicionamiento se refleja en la desviacién estandar de la curva y
muestra qué tan exacta es la posicion de un determinado nucleosoma en una poblacion celular.
La ocupancia se refleja en el area bajo la curva y muestra la densidad nucleosomal en una
determinada region, tomado de una poblacion celular. Fuente: Modificado de Pugh, (2010)

(Pugh, 2010).

En base a la informacion obtenida de los mapas de nucleosomas, se
formaron dos categorias completamente diferentes en términos de arquitectura
en el promotor proximal, denominados promotores abiertos y cubiertos (Figura
6). Los promotores abiertos se caracterizan por poseer una region inusualmente
larga de ADN linker (aproximadamente 150 pb) denominada region libre de
nucleosomas (NFR; nucleosome free region) o regiéon reducida en nucleosomas
(NDR; nucleosome depleted region). Esta regidn se encuentra rio arriba del
TSS y se encuentra flanqueada por dos nucleosomas fuertemente

posicionados, denominados nucleosoma +1 (rio abajo del NDR y puede
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contener al TSS) y nucleosoma -1 (rio arriba del NDR). Este tipo de promotores
suelen corresponder a genes de expresion constitutiva (housekeeping) con baja
plasticidad transcripcional. Ademas, al observar la secuencia de ADN
encontramos que regularmente no poseen caja TATA y existe una baja
presencia de sitios de union para factores de transcripcion, pero existen sitios
para factores denominados “factores regulatorios generales” (GRFs; general
regulatory factors) (Cairns, 2009; Clapier, 2021; Lieleg y col., 2015; Tirosh y
Barkai, 2008). También podemos encontrar motivos ricos en G/C, los cuales
pueden ser reconocidos por el complejo RSC (Badis y col., 2008), y secuencias
de nucledtidos repetidos denominados tractos poli (dA:dT) en la regién
correspondiente al NDR (Cairns, 2009; Clapier, 2021; Lieleg y col., 2015; Tirosh
y Barkai, 2008), las cuales en promedio poseen un tamafio de entre 6 a 10 pb
(Segal y Widom, 2009; Wu y Li, 2010). Cabe destacar que también existen
promotores con NDRs de mayor longitud (> 150 pb) que pueden presentar
“particulas nucleosomales” altamente dinamicas, a las cuales se les denomina
“‘nucleosomas fragiles”. Este grupo de promotores comparte todas las
caracteristicas anteriormente comentadas, pero difiere en término de su
regulacion (Clapier, 2021; Knight y col., 2014; Kubik y col., 2015; Xi y col.,

2011).
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Figura 6: Arquitectura de promotores. A) En los promotores abiertos podemos encontrar

NDRs sin y con nucleosomas fragiles. En estos se puede observar que los sitios de union

presentes en el NDR se encuentran accesibles para la unién de activadores, factores
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regulatorios generales y complejos remodeladores de cromatina, en este caso representado por
RSC. B) Los promotores cubiertos no poseen NDR y, por lo tanto, es necesarios que factores
de transcripcion pioneros lleguen y recluten complejos remodeladores de cromatina, para poder

despejar la region de nucleosomas. Fuente: Modificado de Clapier, (2021) (Clapier, 2021).

Por el contrario, los promotores cubiertos se caracterizan por no poseer
NDR vy tener nucleosomas con bajo posicionamiento. Estos usualmente
pertenecen a genes inducibles con alta plasticidad transcripcional, poseen caja
TATA y varios sitios de unién para factores de transcripcién. Debido a que estos
no poseen NDR, los sitios de unién para factores se encuentran cubiertos por
los nucleosomas y es necesario que factores de transcripcion pioneros lleguen
y recluten complejos remodeladores de cromatina, los cuales despejaran la
regibn de nucleosomas y dejaran accesible los sitios de unién a proteinas
(Cairns, 2009; Clapier, 2021; Lieleg y col., 2015; Tirosh y Barkai, 2008).

Cabe destacar que no todos los genes se encuentran en estos dos
grupos, existen promotores que poseen caracteristicas compartidas y se
encuentran mas cercanos a uno u otro grupo (Lieleg y col., 2015). Por otro lado,
no todos los genes que poseen promotores abiertos son genes

transcripcionalmente activos (Jiang y Pugh, 2009).
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1.4 Propiedades intrinsecas en e ADN que definen el

posicionamiento nucleosomal

¢ Qué elementos favorecen o desfavorecen el posicionamiento de un
nucleosoma en una determinada region? Estudios anteriores han mostrado que,
a pesar de que la interaccién entre el ADN y las histonas es principalmente de
naturaleza electrostatica (Davie, 1998; Koyama y Kurumizaka, 2018; Luger y
col., 1997), hay secuencias que tienen mayor preferencia a enrollarse alrededor
del octdmero de histonas. De hecho, mediante reconstituciones de
nucleosomas de tipo competitiva, se ha demostrado que la afinidad del
octadmero de histonas por una secuencia de ADN puede variar hasta alrededor
de tres 6rdenes de magnitud (Thastrom y col., 1999) y que existen patrones que
permiten que una secuencia tenga mayor afinidad por enrollarse alrededor del
octdmero de histonas (Shrader y Crothers, 1989, 1990). Estas diferencias estan
determinadas por la flexibilidad que una secuencia de ADN puede otorgarle a la
doble hélice de ADN. De esta manera, se ha determinado que las secuencias
de ADN que poseen una alta facilidad para enrollarse alrededor del octamero
de histonas poseen un patron en el que dinucle6tidos mas flexibles en términos
de acercamiento de los planos de las bases nitrogenadas contiguas en la
misma hebra (WW: AA, AT, TA o TT), se encuentran en las regiones en que el
surco menor del ADN esta en mas intimo contacto con la superficie del

octdmero de histonas, con una periodicidad de alrededor 10 pb, lo que coincide
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con una vuelta entera de la doble hélice. Ademas, los dinucle6tidos menos
flexibles (SS: CC, GG, CG o GC) estan presentes cuando el surco mayor
apunta a las histonas (Figura 7) (Jiang y Pugh, 2009; Lowary y Widom, 1998;

Salih y col., 2015; Segal y col., 2006; Struhl y Segal, 2013).

AAAAAAAAAAA

Figura 7: llustracién de secuencias que influyen en el posicionamiento nucleosomal.
Dentro de los 147 pb que rodean el octamero de histonas, existe una preferencia por la cual
dinucledtidos WW posean una periodicidad de ~10 pb entre ellos, y exista un desfase de ~ 5 pb
con dinucledtidos SS. Esta disposicion favorece el enrollamiento alrededor del octamero de
histonas. Por el contrario, secuencias homopoliméricas, como tractos poli (dA:dT), tienen
resistencia a encontrase como ADN nucleosomal. Fuente: Tomado de Struhl y Segal, (2013)

(Struhl y Segal, 2013).

De la misma manera como existen secuencias que dada la flexibilidad de

su doble hebra de ADN favorecen el posicionamiento de nucleosomas, existen
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secuencias que, por su rigidez, desfavorecen el enrollamiento alrededor del
octamero de histonas. A estas se les denomina como “secuencias excluyentes
de nucleosomas” y se ha considerado que secuencias homopoliméricas como
tractos poli (dA:dT) y poli (dG:dC) pertenecen a este grupo (McCall y col., 1985;
Nelson y col., 1987; Segal y Widom, 2009; Struhl y Segal, 2013; Suter y col.,
2000). Para el caso de los tractos poli (dA:dT), son diferentes las propiedades
intrinsecas que conducen a que estas sean consideras rigidas (Segal y Widom,
2009) y su propiedad de excluir nucleosomas se ha demostrado in vitro (Kaplan
y col., 2009; Krietenstein y col., 2016; Shrader y Crothers, 1990) e in vivo (lyery
Struhl, 1995; Kaplan y col., 2009; Segal y Widom, 2009; Struhl y Segal, 2013;
Wu vy Li, 2010), propiedad que se ha observado en diferentes especies (Field y
col., 2008; Segal y Widom, 2009; Tsankov y col., 2010).

Como se menciond anteriormente, los tractos poli (dA:dT) se encuentran
enriquecidos en NDRs de promotores abiertos, alrededor del centro de estos y
a aproximadamente -75 pb del TSS. Sin embargo, estos tractos poseen una
extension de unos 7 a 15 pb aproximadamente, mientras que el tamafio
promedio de los NDRs es de aproximadamente 150 pb (Cairns, 2009; Segal y
Widom, 2009; Struhl y Segal, 2013; Wu y Li, 2010), ¢Como es posible que
secuencias tan cortas puedan excluir la presencia de nucleosomas en una
region tan extensa? Bajo este contexto, muchos estudios empezaron a realizar
comparaciones a nivel de genoma completo entre el “paisaje nucleosomal” in

vitro e in vivo, y observaron que este “paisaje nucleosomal” in vitro difiere
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enormemente del in vivo, pudiéndose observar en el primero la pérdida del
posicionamiento de los nucleosomas +1 y -1, pérdida del array nucleosomal rio
abajo del TSS y un acortamiento de los NDRs, respecto de lo observado in vivo
(Kaplan y col., 2009; Krietenstein y col., 2016; Wu y Li, 2010; Zhang y col.,
2009). De esta manera, se planted que deben existir elementos externos a la
secuencia de ADN que logren mantener el “paisaje nucleosomal” observado in

Vivo.

1.5 Factores extrinsecos que determinan el posicionamiento

nucleosomal in vivo

A pesar de la identificacion de propiedades intrinsecas del ADN capaces
de influr en el posicionamiento nucleosomal, el hecho es que el
posicionamiento de los nucleosomas in vivo difiere significativamente de los
obtenidos en reconstituciones in vitro (Kaplan y col., 2009; Wu y Li, 2010). Estas
diferencias provocaron que surgiera la busqueda de factores externos al ADN
que lograran posicionar los nucleosomas en los patrones observado in vivo. De
esta manera, mediante reconstituciones in vitro del genoma de levadura y con
la adicion de extractos nucleares, se obtuvo un acercamiento de los patrones de
posicionamiento in vitro hacia los patrones observados in vivo, determinandose
ademas que este efecto es completamente dependiente de la presencia de

ATP, lo que sugiri6 la participacion de complejos remodeladores de cromatina
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dependientes de ATP (Zhang y col.,, 2011). Ademas, se ha demostrado,
mediante mutantes condicionales, que al eliminar el complejo RSC y/o
diferentes GRFs, como Rebl, Abfl o Rapl, los NDRs de muchos promotores
comienzan a ser poblados por nucleosomas (Badis y col., 2008; Challal y col.,
2018; Ganguli y col., 2014; Hartley y Madhani, 2009; Klein-Brill y col., 2019;
Kubik y col., 2019; Kubik y col., 2018; Parnell y col., 2008; Rawal y col., 2018;
van Bakel y col., 2013). De la misma manera, alteraciones en el “paisaje
nucleosomal” de esta region se han observado por la ausencia de ySWI/SNF
(Kubik y col., 2019; Rawal y col., 2018; Tolkunov y col., 2011), ISWI (Klein-Brill y
col., 2019; Kubik y col., 2019), CHD (Klein-Brill y col., 2019; Kubik y col., 2019)
e Ino80 (Klein-Brill y col., 2019; Kubik y col., 2019). De estos estudios y muchos
otros, se concibié que los complejos remodeladores de cromatina dependientes
de ATP junto con proteinas de unién al ADN son los encargados de mantener
activamente el “paisaje nucleosomal” in vivo.

Junto con confirmar la importancia de los complejos remodeladores de
cromatina en la mantencion del paisaje nucleosomal, también se comenzé a
definir el rol de cada uno de estos en aspectos especificos como, por ejemplo,
el posicionamiento del nucleosoma +1 y -1, la generacion del NDR y la
formacion del array nucleosomal rio abajo del NDR. De esta manera se ha
determinado que: 1) El complejo RSC es uno de los mayores determinantes en
la generacion de los NDRs (Badis y col., 2008; Challal y col., 2018; Ganguli y

col., 2014; Hartley y Madhani, 2009; Klein-Brill y col., 2019; Krietenstein y col.,
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2016; Kubik y col., 2019; Kubik y col., 2018; Parnell y col., 2008; Rawal y col.,
2018; van Bakel y col., 2013; Wippo y col., 2011). 2) El posicionamiento del
nucleosoma +1 puede ser llevado a cabo por Ino80, ISW2 y en menor medida
por ISWla. Estos complejos tienen dominios que funcionan como “regla
molecular”, por lo cual pueden usar GRFs o centros nucleosomales vecinos
como “barreras” para posicionar al nucleosoma +1 (Klein-Brill y col., 2019;
Krietenstein y col., 2016; Kubik y col., 2019; Li y col., 2015; McKnight y col.,
2016; Oberbeckmann y col., 2021a; Oberbeckmann y col., 2021b; Parnell y col.,
2015; Whitehouse y col., 2007; Yamada y col., 2011; Yen y col., 2012). 3) El
espaciamiento y correcta distancia del array nucleosomal rio abajo del NDR es
llevado a cabo principalmente por ISW1la y CHD1. Sin embargo, Ino80 e ISW2
también poseen actividad espaciadora de nucleosomas, aunque el
espaciamiento es mayor (Figura 8) (Gkikopoulos y col., 2011; Krietenstein y
col., 2016; Kubik y col., 2019; Oberbeckmann y col., 2021b; Ocampo y col.,
2016; Prajapati y col., 2020; Whitehouse y col., 2007). En Saccharomyces
cerevisiae el promedio del ADN linker entre nucleosomas es de 18 pb (Thomas
y Furber, 1976), pero los tamafios mas frecuentes son 5, 15y 250 4, 14y 24 pb

(Chereji y col., 2018).
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Stage 1: NFR

Stage 3: Arrays

Stage 4: Proper spacing

Figura 8: Modelo propuesto de la formacion del “paisaje nucleosomal” in vivo en la
region cercana al promotor. Se proponen cuatro etapas para la disposicibn de los
nucleosomas in vivo: 1) Formacion del NDR (NFR). 2) Posicionamiento del nucleosoma +1. 3)
Formacion del array nucleosomal. 4) Espaciamiento correcto del array nucleosomal. Se
muestran los diferentes complejos remodeladores que participarian en cada etapa, ademas de
otros elementos relevantes como GRFs y tractos poli (dA:dT). Los nimeros marrones denotan
diferentes opciones que se podrian llevar a cabo en esa etapa. Fuente: Tomado de Krietenstein

y col., (2016) (Krietenstein y col., 2016).

Debido a que muchos complejos comparten funciones, existe un efecto

sinérgico entre mucho de estos, pero también pueden existir funciones
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antagonicas. Un estudio clasificO estas relaciones respecto a la funcidon que
cumplen los complejos (Kubik y col.,, 2019). 1) Existen complejos que son
“despejadores”, los cuales pueden aumentar el tamafio del NDR empujando los
nucleosomas +1 y -1 (sliding) o eyectando nucleosomas de esta region
(eviction). En esta categoria se encuentra yYSWI/SNF y RSC, los cuales pueden
actuar sinérgicamente en muchos NDRs (Kubik y col.,, 2019; Rawal y col.,
2018). 2) Existen complejos “cubridores”, los cuales intentan acortar el tamafio
del NDR. En esta categoria se encuentran Ino80 e ISW2 principalmente (Kubik
y col.,, 2019), asi como también ISWla (Parnell y col., 2015). 3) Los
“espaciadores”, son los encargados de formar el array nucleosomal y dejar los
nucleosomas con el mismo tamafio de ADN linker entre ellos. En esta categoria
se encuentran ISW1a/b y CHD1, donde ISW1a/b tienen un rol mas protagonico
(Kubik y col., 2019; Ocampo y col., 2016). De esta manera los “despejadores” y
los “cubridores” estan compitiendo constantemente sobre el tamafio del NDR
(Kubik y col., 2019), esto se ha observado para RSC e ISW1a, los cuales

poseen roles antagodnicos (Figura 9) (Parnell y col., 2015).
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Figura 9: Modelo del rol antagénico entre ISWla y RSC. RSC es un complejo “despejador”,
que intenta abrir los NDRs; por el contrario, ISW1a puede actuar como un complejo “cubridor”,
gue intenta poblar con nucleosomas los NDRs. Las flechas amarillas indican hacia donde se
estan moviendo los nucleosomas por accion de cada complejo; en este caso se propone sliding
como resultado de la remodelacién. Ademas, se muestran elementos de ADN que podrian

influir en RSC. Fuente: Modificado de Parnell y col., (2015) (Parnell y col., 2015).

1.6 Participacion activa de secuencias de ADN en el posicionamiento

nucleosomas

Segun lo expuesto anteriormente, el posicionamiento nucleosomal
depende tanto de la accién de TFs como de complejos remodeladores de
cromatina dependientes de ATP, los que juegan un rol activo en este proceso.
Por otro lado, las secuencias de ADN participarian pasivamente en el
posicionamiento nucleosomal, a través de los motivos de unién para TFs y las

secuencias que favorecen y desfavorecen el posicionamiento nucleosomal
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(Hughes y Rando, 2014; Korber, 2012). El rol pasivo de los motivos de unién
para TFs estaria dado al no afectar directamente el proceso de remodelacion,
mientras que el de las secuencias que favorecen y desfavorecen el
posicionamiento nucleosomal estaria dado por la mayor o menor tendencia
natural de secuencias de ADN a formar parte de core nucleosomales, en un
vinculo exclusivo ADN-histonas que no incorpora otros elementos y que no
posee la capacidad de recapitular el posicionamiento nucleosomal in vivo. Sin
embargo, actualmente ha comenzado a aparecer evidencia que muestra que
los tractos poli (dA:dT) pueden participar en los procesos activos que
determinan el posicionamiento nucleosomal al afectar la actividad de los
complejos remodeladores de cromatina dependientes de ATP (Barnes y Korber,
2021). Mediante experimentos in vitro se ha determinado que los tractos poli
(dA:dT) aumentan la actividad de eviction del complejo RSC (Lorch y col., 2014)
y pueden afectar la actividad de sliding de Chdl cuando estas se encuentran
cercanas a la locacion SHL2 (Winger y Bowman, 2017). Estos resultados
muestran que los tractos poli (dA:dT) afectan la actividad remodeladora de los
complejos y por lo tanto podrian participar activamente en el posicionamiento
nucleosomal in vivo.

Como se menciond anteriormente, los tractos poli (dA:dT) se encuentran
en el interior de muchos NDRs (Cairns, 2009; Clapier, 2021, Lieleg y col., 2015;
Tirosh y Barkai, 2008) y el tamafo de estas se relaciona de manera directa con

el tamafio del NDR (Segal y Widom, 2009). Ademas, cabe destacar que la
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disposicion de los tractos poli (dA:dT) no es azarosa dentro de los NDRs. Por el
contrario, el andlisis del conjunto de NDRs de promotores de genes de S.
cerevisiae, muestra que estas presentan una distribucion simétrica dentro de
estas regiones, en donde los tractos poli T se encuentran rio arriba del centro
del NDR (mas alejado del TSS) y los tractos poli A se encuentran rio abajo del
centro del NDR (mas cercano al TSS) (Wu y Li, 2010). Se cree que esta
distribucion cumple un objetivo funcional en la formacion del NDR (Barnes y
Korber, 2021); de hecho, en estudios in vivo se ha observado que la formacion
del NDR depende de la disposicidon y orientacion de los tractos, fendmeno que
se puede dar en diferentes organismos (de Boer y Hughes, 2014). En S.
cerevisiae se ha observado que el complejo RSC podria reconocer estas
orientaciones y asi estas mediar su actividad de manera dirigida (Krietenstein y
col., 2016). Sin embargo, aun quedan muchas preguntas sin resolver dentro de
este ambito.

En el presente trabajo de tesis se buscé responder diferentes aspectos
gue aun permanecen sin resolver y que ahondan en conocer como los tractos
poli (dA:dT) afectan la actividad de complejos remodeladores de cromatina
dependientes de ATP. Actualmente existen muchos trabajos que muestran de
manera global como estas secuencias podrian afectar la dinAmica de los
complejos, esencialmente a través de correlaciones; sin embargo, pocos
estudios han realizado trabajos para observar el efecto directo de estas

secuencias (Lorch y col., 2014; Winger y Bowman, 2017). Para ello la pregunta
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gue nos planteamos fue la siguiente: ¢ Como estas secuencias de ADN rigidas
pueden influir de manera directa en la actividad de estos complejos
remodeladores de cromatina dependientes de ATP? Una posibilidad es que
estas secuencias estimulen la accién de los complejos remodeladores de
cromatina dependientes de ATP, mientras, que otra posibilidad es que estas
funcionen como barrera, como se ha observado para diferentes TFs
(Krietenstein y col.,, 2016; Li y col., 2015; Oberbeckmann y col.,, 2021a;
Oberbeckmann y col.,, 2021b). Para llevar a cabo el analisis de estas
posibilidades debemos conocer la direccion de remodelacion y como se
orientan estos complejos al enfrentarse a los tractos poli (dA:dT), ademas de
dilucidar si estas secuencias afectan el mecanismo de translocacion del ADN o
la union de los complejos.

Mediante experimentos in vitro buscamos observar el efecto de los
tractos poli (dA:dT) sobre los complejos ySWI/SNF, RSC e ISW1a, esto debido
a que se ha observado un rol similar para los complejos ySWI/SNF y RSC
(Kubik y col., 2019; Rawal y col., 2018), y antagdnico entre RSC e ISWla
(Parnell 'y col., 2015). Ademas, ySWI/SNF y RSC son complejos
“despejadores”, mientras que ISW1a es “espaciador’ y “cubridor” (Kubik y col.,
2019; Parnell y col., 2015). Para ello evaluamos aspectos como la orientacién,
la extension y la distancia respecto al nucleosoma de los tractos poli (dA:dT).
Mas aun, mediante diferentes enfoques evaluamos la direccion de la

remodelacion catalizada por estos complejos al enfrentarse a estas secuencias.
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Por ultimo, observamos la accién conjunta de una proteina unida y los tractos
poli (dA:dT), ya que se ha observado que muchas veces estos complejos tienen
gue ser reclutados por un TF a esta region, donde se puede gatillar eviction del
nucleosoma, para el caso de la subfamilia SWI/SNF (Clapier y Cairns, 2009;
Gutierrez y col., 2007), y pueden funcionar como “barrera” para ISW1a (Li y col.,
2015). Cabe destacar, que la mayoria de los aspectos abordados en este
trabajo, aun no han sido evaluados directamente y comprenderlos es relevante
para determinar a cabalidad la arquitectura y regulacion que existe en las
regiones promotoras de genes, lo que se puede extender a diferentes
organismos, teniendo un impacto en diferentes procesos celulares como la

transcripcion y por ende la expresiéon génica.

29



2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

2.1 Hipotesis:

Los tractos poli (dA:dT) influyen en procesos activos que determinan el
posicionamiento nucleosomal, estimulando la actividad de los complejos

remodeladores de cromatina dependientes de ATP.

2.2 Objetivo general:

Determinar la influencia que pueden tener los tractos poli (dA:dT) sobre la

actividad de los complejos remodeladores de cromatina dependientes de ATP.

2.3 Objetivos especificos:

1. Determinar el efecto in vitro de los tractos poli (dA:dT) sobre la actividad
remodeladora de nucleosomas de complejos remodeladores de

cromatina dependientes de ATP.

2. Determinar el efecto conjunto de los tractos poli (dA:dT) y un factor de
transcripcion sobre la actividad de complejos remodeladores de

cromatina dependientes de ATP.
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3. Determinar el efecto a nivel de genoma completo de los tractos poli

(dA:dT) sobre ISW1a.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Transformacion de bacterias competentes

Se utilizaron bacterias de cepa E. coli DH5a para obtencion de plasmidos
y BL-21 codon plus para la expresion de proteinas recombinantes. Se tomaron
por separado 100 pL de bacterias CaCl. competentes y se agregaron entre 10 a
15 ng del ADN de interés. Luego se mezclaron suavemente y se incubaron por
30 minutos en hielo. A continuacion, la mezcla fue incubada por 90 segundos a
42°C para dejarlo posteriormente en hielo. Se le adicion6 400 pL de medio de
cultivo (caldo LB) frio y estéril, y se incub6 a 37°C por 45 minutos con agitacion
constante. Posteriormente, se centrifugd por 1 minuto a 10.000xg, se retiré el
sobrenadante dejando aproximadamente unos 100 pL, en los que se
resuspendio el pellet de células. Este se sembr6 en placas con medio de cultivo
sélido (Agar-LB-Ampicilina 50 ng/yL) y se dej6 en incubacion por

aproximadamente 16 horas en estufa a 37°C.

3.2 Expresion y purificacion de proteinas recombinantes (Gal4-DBD vy

Gal4-VP16)

Una colonia positiva de bacterias transformadas con los plasmidos

correspondientes para la expresién de Gal4-DBD y Gal4-VP16 con el epitope
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de 6xHis (ver seccion 3.1), se cultivd en 5 mL de medio LB-Ampicilina (50
ng/uL), incubando alrededor de 16 horas a 37°C, con agitacion constante.
Luego 3 mL del cultivo se traspasaron a 300 mL de medio LB-Ampicilina (50
ng/uL) y se incubd a 28°C con agitacion constante, hasta alcanzar una O.D.s00
entre 0.6 a 0.8, para luego inducir con IPTG a una concentracion final de 200
MM por 2 horas a 28°C con agitacion constante. Luego el cultivo fue
centrifugado a 7.700xg por 10 minutos a 4°C y el pellet fue resuspendido en 15
mL de Buffer de lisis (NaCl 300 mM, NaH2PO4 50 mM, Imidazol 20 mM) + DTT 5
mM + inhibidores de proteasas), sonicandose posteriormente con 4 pulsos de
15 segundos a 30 watts de potencia, seguido de 20 segundos de descanso en
hielo entre cada pulso. Posteriormente se centrifugd el cultivo sonicado a
12.000xg por 20 minutos a 4°C, paso que se realiz6 dos veces. El
sobrenadante del centrifugado fue incubado con 200 pL de resina Ni-NTA
(Qiagen) (previamente equilibrada con Buffer de lisis + inhibidores de
proteasas) por 2 horas en rotacion a 4°C, para luego ser traspasada a una
columna BioRad, donde se dej6 escurrir a temperatura ambiente.
Posteriormente la resina fue lavada en la columna con 4 volimenes (volumen
de resina) de Buffer de lavado frio (NaCl 300 mM, NaH2PO4 50 mM) + DTT 1
mM + inhibidores de proteasas, conteniendo concentraciones de entre 20 mM a
50 mM de imidazol. Luego se procedio a eluir la proteina con Buffer de elucién
frio (NaCl 300 mM, NaH2PO4 50 mM) + DTT 1 mM + inhibidores de proteasas,

conteniendo concentraciones de entre 60 mM a 150 mM de imidazol.
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Las distintas eluciones fueron recolectadas y se les adiciond glicerol para
dejar al 15% concentracion final. El andlisis de las purificaciones y las
cuantificaciones fueron realizados a través de electroforesis en gel de
poliacrilamida denaturante SDS-PAGE al 12% (ver seccion 3.3) y su posterior
tincion con azul de Coomassie (ver seccidn 3.3.1). En el caso de las
cuantificaciones se incluyé en las electroforesis una curva de calibracion con
cantidades conocidas de Albumina de Suero Bovino (BSA) (#5000206, Bio-Rad)
y luego las concentraciones de las proteinas recombinantes se determinaron de

la forma indicada en la seccién 3.3.1.

3.3 Electroforesis de proteinas (SDS-PAGE)

Las muestras de proteinas se desnaturalizaron con adicién en frio de 0.2
volumenes de Buffer de carga 6x (Tris-HCI pH 6.5 300 mM, DTT 600 mM, SDS
12%, Azul de bromofenol 0.3% y Glicerol 30%) y calentamiento a 95°C por 5
minutos. Luego de centrifugar a 13.000xg durante 1 minuto, las muestras se
cargaron en un gel de poliacrilamida denaturante (SDS-PAGE) al porcentaje
correspondiente al ensayo. La electroforesis se llevd a cabo a un voltaje
constante de 100 V, aproximadamente por 30 minutos y luego a 150 V hasta
finalizar la corrida, utilizando un Buffer de corrida (Tris-HCI 25 mM, Glicina 192

mM, SDS 0.1%).
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3.3.1 Tincién con azul de Coomassie y analisis densitométricos

Luego de ser sometido a SDS-PAGE (ver seccion 3.3), el gel se fijo y tifio
durante toda la noche en solucion colorante azul de Coomassie (Metanol 50%,
Acido acético 10%, Azul de Coomassie 0.05%). Luego se traté por 45 minutos
con solucion fijadora (Metanol 50%, Acido acético 10%) y acto seguido se
decoloré por al menos 1 hora con solucién decolorante (Metanol 5%, Acido
acético 7%). Finalmente se realizaron varios lavados con agua desionizada
(nanopure). La imagen del gel se digitalizé con escaner UMAX PowerLook
2100XL-USB y las bandas fueron cuantificadas por densitometria utilizando el

software UN-SCAN-IT gel™, version 6.1.

3.3.2 Western blot

Luego de ser sometidas a SDS-PAGE (ver seccion 3.3), las proteinas
fueron transferidas a una membrana de PVDF (previamente tratada con
metanol 100%) (Immobilon-P, MILLIPORE) usando Buffer de transferencia
(Tris-HCI 25 mM, Glicina 192 mM, SDS 0.04%, Metanol 20%) a un amperaje
constante de 250 mA durante 2 horas. Posteriormente se bloqueé la membrana
usando leche descremada diluida en PBS 1X + Tween 20 0.05% y se incubd
durante 1 hora en agitacion. Luego se realizaron tres lavados de 10 minutos con

PBS 1X + Tween 20 0.05%, para posteriormente dejar incubando con
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anticuerpos especificos, adicionados en una solucion de PBS 1X + Tween 20
0.05% a 4°C durante toda la noche. Luego se hicieron lavados sucesivos de 10
minutos con una solucion PBS 1X + Tween 20 0.05%. La membrana se incub6
luego con un segundo anticuerpo (dirigido al anticuerpo primario usado), que
tiene acoplada la enzima Peroxidasa de R&bano Picante (HRP), en una
solucion de PBS 1x + Tween 20 0.05% durante 1 hora a temperatura ambiente.
Seguidamente la membrana se lavé con una solucion de PBS 1X + Tween 20
0.05%, 3 veces durante 10 minutos cada vez y la deteccion se llevo a cabo con
reactivos para quimioluminiscencia (Thermo Scientific, Pierce ECL Western
Blotting Substrate), segun las instrucciones del fabricante. La membrana
posteriormente se expuso a un film fotografico (CL-Xposure Film, Thermo) a

temperatura ambiente.

3.3.3 Tincién con plata

Luego de realizarse SDS-PAGE (ver seccion 3.3), se procedid con este
protocolo de tincion de gel, como alternativa a tincion con azul de Coomassie
(seccion 3.3.1). Todas las etapas se realizaron a temperatura ambiente. El gel
se sumergié en una solucién fijadora (Metanol 50%, Acido acético 10%) por 45
minutos en rotacion horizontal constante. Posteriormente se removio6 la solucién
fijadora y se agregé una solucion de metanol al 50%, dejando en incubacién por

1 hora. Luego se realizaron cuatro lavados de 10 minutos con agua desionizada
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(nanopure), para posteriormente tratar el gel con solucion de plata (NaOH
0.08%, NH4OH 0.21 N, AgNO3s 47.1 mM) por 15 minutos. A continuacion, se
removié la solucion de plata y se lavo el gel seis veces con agua desionizada,
siendo cada lavado de 5 minutos. Por altimo, se sumergio el gel en solucién de
revelado (Acido citrico 0.005%, Formaldehido 0.019%) y se mantuvo en
agitacion hasta que aparecieran las bandas correspondientes a las proteinas.
La reaccion de revelado se detuvo descartando la solucion de revelado y
lavando el gel con agua desionizada. La imagen del gel se digitalizé con

escaner UMAX PowerLook 2100XL-USB.

3.4 Purificacién de complejos remodeladores de cromatina dependientes

de ATP

3.4.1 Obtencién del cultivo

Las diferentes cepas de levaduras usadas para obtener los complejos
RSC, ISW1lay ySWI/SNF, se muestran en la Tabla 1. Estas fueron modificadas
genéticamente para expresar una subunidad del complejo en fusiébn con
proteina A y la proteina de union a calmodulina (CBP), las cuales son usadas
para realizar purificaciones por afinidad en tandem (TAP) (Rigaut y col., 1999).

Las cepas fueron cultivadas en placas solidas de agar-YPD-ampicilina

(Extracto de levadura 10 g/L, Peptona 20 g/L, Glucosa 2%, Agar 20 g/L y
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Ampicilina 50 ng/uL) durante 48 horas a 30°C. Una vez obtenidas colonias
aisladas, una de estas se inoculé en 5 mL de medio liquido YPD-Ampicilina
(Extracto de levadura 10 g/L, Peptona 20 g/L, Glucosa 2% y Ampicilina 50
ng/uL) y se dejo en agitacion (200 rpm) a 30°C durante aproximadamente 16

horas. Se determind la concentracion de células mediante absorbancia a 600

nm (ODsoo) Y, usando la siguiente formula: Vi = foA{ (Vi: el volumen a tomar

Ai x 215

del cultivo inicial, Vf: volumen del cultivo final, Af: absorbancia final deseada, Ai:
Absorbancia inicial del cultivo, T: tiempo que se desea crecer el cultivo), se
determind volumen de indculo para escalar a 25 mL de medio YPD-Ampicilina
para obtener una ODsoo final de 1.8 en un tiempo definido (tipicamente, 14 a 17
hrs.). Posteriormente se usé la misma férmula recién mencionada para cultivar
6 L de cultivo en medio YPD-ampicilina a 30°C, hasta llegar a una ODsoo entre

20a25.

Tabla 1: Cepas de levadura utilizadas

Cepa Complejo Genotipo Origen

YPP187 SWI/SNF | SWI2-HA/SNF6-TAP (BY4741) | Workman Lab (Chandy y col., 2006)

YLR357w RSC RSC2-TAP (BY4741) Open Biosystems

YFRO13w ISW1a IOC3-TAP (BY4741) Open Biosystems
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3.4.2 Purificacién por afinidad en tandem (TAP)

Los 6 L de medio de cultivo se centrifugaron a 5000xg por 10 minutos a
4°C, se descartd el sobrenadante y el pellet se lavo con 1 volumen de buffer de
extraccion (HEPES-KOH pH 7.5 40 mM, NaCl 350 mM, Tween-20 0.1%,
Glicerol 10%, Pepstatin A 1 pug/mL, Leupeptin 2 pg/mL, PMSF 1 mM, DTT 0.2
mM). Luego se volvié a centrifugar a la misma velocidad anterior y se descartod
el sobrenandante. Posteriormente se resuspendio el pellet en 10 mL de buffer
de extraccion y se mezclé con 30 mL de perlas de vidrio (0.5 mm diametro,
BioSpec Products) previamente lavadas con buffer de extraccion. La mezcla se
trasvasijé a la camara del sistema bead beater (BioSpec Products) y se agrego
mas buffer de extraccion con tal de que no quedara aire en la camara. Las
levaduras se lisaron mediante 30 pulsos de 30 segundos con 60 segundos de
descanso, todo llevado a cabo en hielo y en camara a 4°C. El lisado fue
succionado con una pipeta, evitando succionar perlas, y llevado a tubos de
policarbonato para ser centrifugado a 14.000xg durante 30 minutos a 4°C.
Posteriormente el sobrenadante se llevo a tubos de ultracentrifuga vy, utilizando
un rotor de angulo fijo, se centrifugé a 160.000xg durante 100 minutos a 4°C.
En esta etapa deberian observarse 3 capas en el tubo, de superior a inferior
serian: capa de lipidos, extracto de levadura y pellet. Se rescaté el extracto de
levadura con cuidado de no perturbar las otras capas y se cuantificé la cantidad

de proteina total por el método de Bradford (Protein Assay, Bio-Rad). Luego se
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preaclarod el extracto de levadura, mezclando éste con resina CL-6B Sepharose
(Sigma Aldrich), en relacion 250 pL de resina por cada 100 mg de extracto. La
resina fue previamente equilibrada con buffer de extraccion. El preaclarado se
realizd durante 2 horas en rotacion a 4°C en microtubo. Luego el tubo se
centrifugd a 2000xg por 5 minutos a 4°C para rescatar el extracto preaclarado,
el cual fue incubado con 2 mL de resina IgG Sepharose 6 Fast Flow (GE
Healthcare) durante toda la noche (entre 12 a 16 horas) en rotacion a 4°C. La
resina IgG sefarosa fue previamente equilibrada en buffer de extraccion.

Al dia siguiente la mezcla se transfirio a 2 columnas Bio-Rad de 10 mL y
se dejo escurrir a 4°C. La resina presente en la columna se lavo dos veces con
10 volumenes de buffer de extraccion y una tercera vez con 10 volimenes de
buffer TEV (Tris-Cl pH 8.0 10 mM, NaCl 150 mM, NP-40 0.1%, EDTA 0.5 mM,
Glicerol 10%, Pepstatin A 1 pug/mL, Leupeptin 2 pg/mL, PMSF 1 mM, DTT 0.2
mM), en todos los casos se dejo escurrir por gravedad a 4°C. Posteriormente
se agregd 2 volumenes de buffer TEV a las columnas y se transfirid la mezcla
con la resina a un tubo de 15 mL, agregandose enseguida 100 unidades de
TEV proteasa (10 U/uL, New England BioLabs) por cada 1 mL de resina y se
dejé digiriendo durante 8 horas en rotacién a 4°C. Una vez transcurrido el
tiempo, la suspension se traspasd a una columna y se dejé escurrir, para
obtener la elucién. Luego a la columna se le agregé 1 volumen de buffer de
unién a calmodulina 150 (Tris-Cl pH 8.0 10 mM, NaCl 150 mM, CaClz 2 mM,

Imidazol 1 mM, MgAc 1 mM, NP-40 0.1%, Glicerol 10%, Pepstatin A 1 pg/mL,
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Leupeptin 2 ug/mL, PMSF 1 mM, DTT 0.5 mM), se dej6 escurrir y se junté con
la elucion. Inmediatamente se agrego CaClz a la elucion para dejar a una
concentracion final de 2 mM y se junté con 500 pL de resina Calmodulin
Sepharose (GE Healthcare), para dejar incubando durante toda la noche con
agitacion a 4°C.

Al dia siguiente, la muestra se centrifugd a 2000xg por 2 minutos a 4°C y
se retird el sobrenadante. Luego la resina se lavé durante 5 minutos en rotacion
a temperatura ambiente con 10 volumenes de buffer de unién a calmodulina
150 y se centrifugd a 2000xg por 2 minutos a 4°C para retirar el sobrenandante.
El mismo procedimiento se realiz6 para hacer dos lavados con buffer de union a
calmodulina 300 (Tris-Cl pH 8.0 10 mM, NaCl 300 mM, CaClz 2 mM, Imidazol 1
mM, MgAc 1 mM, NP-40 0.1%, Glicerol 10%, Pepstatin A 1 ug/mL, Leupeptin 2
pMg/mL, PMSF 1 mM, DTT 0.5 mM) y posteriormente dos lavados con buffer de
union a calmodulina 150. Posteriormente, la resina se transfirio a un tubo de 2
mL y el complejo se eluy6é agregando buffer de elucion 150 (Tris-Cl pH 8.0 10
mM, NaCl 150 mM, Imidazol 1 mM, MgAc 1 mM, NP-40 0,1%, Glicerol 10%,
EGTA 2 mM, 1 ug/mL Pepstatin A, Leupeptin 2 uyg/mL, PMSF 1 mM, DTT 0.5
mM) y dejando en rotacion durante 5 minutos a temperatura ambiente, para
posteriormente centrifugar a 2000xg por 2 minutos a 4°C, procedimiento que se
repitid6 diez veces. Finalmente se realizaron 10 eluciones mas siguiendo el
mismo procedimiento anterior, pero usando buffer de elucion 300 (Tris-Cl pH

8.0 10 mM, NaCl 300 mM, Imidazol 1 mM, MgAc 1 mM, NP-40 0.1%, Glicerol
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10%, EGTA 2 mM, Pepstatin A 1 pg/mL, Leupeptin 2 pg/mL, PMSF 1 mM, DTT
0.5 mM).

Las eluciones se analizaron por Western blot (ver seccién 3.3.2),
mediante tincibn con plata (ver seccion 3.3.3) y mediante ensayos de
remodelacion (ver seccion 3.9.3). Luego estas se alicuotaron y se guardaron a -

80°C.

3.4.3 Concentracion de complejos purificados

En caso de que los complejos no estuvieran lo suficientemente
concentrados para trabajar con ellos, se procedié a concentrar las diferentes
eluciones. El protocolo se realizé usando el sistema Amicon Ultra-4 Centrifugal
Filters, de limite de exclusiéon 100 KDa (Millipore) siguiendo las instrucciones del
fabricante. Una vez concentrado, cada complejo se analiz6 mediante tincién con
plata (ver seccién 3.3.3) y mediante ensayos de remodelacién (ver secciéon

3.9.3). Luego estas se alicuotaron y se guardaron a -80°C.

3.5 Obtencion de plasmidos

Estas se realizaron a partir de 5 mL de medio de cultivo bacteriano (caldo

LB-Ampicilina 50 ng/uL), obtenidas de colonias aisladas provenientes de la
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transformaciéon bacteriana (ver seccion 3.1), las cuales fueron cultivadas entre
12 y 16 horas a 37°C con agitacion.

Para busqueda de colonias positivas, se realizaron minipreparaciones.
Para ello se us6 1 mL del cultivo bacteriano, el cual se centrifugd a 10.000 rpm
por 1 minuto. Se descartaron 900 pL del sobrenadante y al pellet se le agregé
300 pL de buffer TENS (Tris-Cl pH 8.0 10 mM, EDTA 1 mM, NaCl 150 mM, SDS
0.5%). La mezcla se homogeniz6 por vortex y luego se incub6 durante 10
minutos en hielo. Posteriormente, se agregd 150 pL de acetato de sodio 3M pH
5.2 y se homogenizé por vortex. A continuacion, se centrifugd durante 6 minutos
a 10.000 rpm, temperatura ambiente. Se rescat6 el sobrenadante y se le agrego
900 pL de etanol 100% frio. El tubo se incubd en hielo durante 15 minutos y
luego se centrifugd a maxima velocidad por 2 minutos a 4°C. Se eliminé el
sobrenadante y el pellet se lavd dos veces con etanol 70%, repitiendo los
pardmetros de la centrifugacion anterior. Finalmente, el pellet se resuspendié en
20 pL de TE (Tris-HCI pH 8.0 10 mM, EDTA pH 8.0 1 mM), se le agregd 0.3 pL
de RNAsa (10 pg/uL) y se incubd durante 30 minutos a 37°C. De esta manera
la muestra quedo lista para ser analizada posteriormente.

Para clones positivos y para plasmidos conocidos, la purificacion se
realizé utilizando el kit E.Z.N.A. Plasmid Miniprep (OMEGA Bio-Tek), siguiendo

lo descrito en el manual del kit.
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3.6 Precipitacion de ADN

La precipitaciéon de ADN se realiz6 agregando 0.1 volumenes de acetato
de sodio 3 M pH 5.2 y 2.5 volumenes de etanol absoluto frio. La mezcla se
mantuvo por 2 horas a -20°C o 30 minutos a —80°C y luego se centrifugd a
16.400g durante 15 minutos a 4°C. El precipitado se lavé dos veces con etanol
70% frio, centrifugando a 16.400g durante 15 minutos a 4°C en cada
oportunidad. El precipitado se resuspendié en buffer Tris-HCI pH 8.0 10 mM,
para el caso de muestras que serian utilizadas en reacciones enzimaticas

posteriores, y TE pH 8.0 10 mM para los demas casos.

3.7 Obtencién de sondas marcadas con [y-2P]

3.7.1 Obtencién de vectores a usar en PCR de marcaje

Se disefiaron oligonucleétidos, sentido y antisentido, que al ser
hibridados generaron casetes doble hebra, los cuales posteriormente fueron
insertados en vectores especificos que poseen la secuencia posicionadora 601
(Lowary y Widom, 1998) (Figura 10A). Estos oligonucleétidos se disefiaron para
gue contengan secuencias de tractos poli (dA:dT) en diferentes orientaciones y
con tamafos que han sido usados en experimentos anteriores (Lorch y col.,

2014; Winger y Bowman, 2017). Ademas, los vectores usados para realizar el
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subclonamiento poseen el sitio de union para el factor de transcripcion Gal4
(Gutierrez y col., 2007). Los diferentes vectores generados, asi como la region

gue varia entre estos, se muestran en la Tabla 2.

Xhol

A Mfel Poli A

’ or

/el ’ Poli T Xhol
Se?uencia 601 !

-
/// L
P
W P
Mfel ©
Xhol

/\, Gal4

pGEM-32/601-Gal4
Amp~

lPCR

Secuencia 601 |Po|iA

Secuencia 601 \Poli T Gal4

Secuencia 601 ‘

Figura 10: Ejemplo de la estrategia para generacién de sondas. A) Los casetes doble hebra
poseen sitios de restriccién usados para insertarse en un vector que posee la secuencia 601. B)
Los vectores generados fueron utilizados para las reacciones de PCR radioactiva. Dependiendo

de los partidores utilizados, la secuencia 601 queda en posiciones laterales o centrales.

Tabla 2: Plasmidos, partidores y sondas

Nombre de Nombre del pldsmido y secuencia de la region Partidores
la sonda amplificada
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Nuc-70

pGEM-3Z/601-Gal4
5'ggtcgetgticaatacatgcacaggatgtatatatctgacacgtgcctggagacta
gggagtaatccccttggeggttaaaacgcgggggacagegegtacgtgegtttaa
gcggtgctagagcetgtctacgaccaattgageggectcggeaccgggattctccag
ggcggcecgcgtatctcgagcatcggaggacagtcctccgeggacctgcaggeat
gcaagcttgagtattctatagtgtcacctaaatagc

Forward:
5ACAGGATGTAT
ATATCTGACACGT
GCCTGG

Reverse:
5GAATACTCAAG
CTTGCATGCCTG

Nuc-(A15)70

pGEM-32/601-Gal4-Al15-2in
5’ggtcgcetgticaatacatgcacaggatgtatatatctgacacgtgcctggagacta
gggagtaatccccttggcggttaaaacgcgggggacagcgcgtacgtgegtttaa
gcggtgctagagctgtctacgaccaattgagcggcctcggcaccgggattctccaa
aaaaaaaaaaaaactcgagcatcggaggacagtcctccgcggacctgcaggce
atgcaagcttgagtattctatagtgtcacctaaatagc

Forward:
5ACAGGATGTAT
ATATCTGACACGT
GCCTGG

Reverse:
5GAATACTCAAG
CTTGCATGCCTG

Nuc-(A10)70

pGEM-32/601-Gal4-A10-2in
5'ggtcgetgticaatacatgcacaggatgtatatatctgacacgtgcctggagacta
gggagtaatccccttggcggttaaaacgcgggggacagegegtacgtgegtttaa
gcggtgctagagcetgtctacgaccaattgagcggectcggcaccgggattctccaa
aaaaaaaacgtatctcgagcatcggaggacagtcctccgcggacctgcaggceat
gcaagcttgagtattctatagtgtcacctaaatagc

Forward:
5ACAGGATGTAT
ATATCTGACACGT
GCCTGG

Reverse:
5GAATACTCAAG
CTTGCATGCCTG

Nuc-(A5)70

pGEM-32/601-Gal4-A5-2in
5'ggtcgetgticaatacatgcacaggatgtatatatctgacacgtgcctggagacta
gggagtaatccccttggeggttaaaacgcgggggacagegegtacgtgegtttaa
gcggtgctagagcetgtctacgaccaattgageggectcggeaccgggattctccaa
aaaggccgcgtatctcgagcatcggaggacagtcctccgeggacctgcaggeat
gcaagcttgagtattctatagtgtcacctaaatagc

Forward:
5ACAGGATGTAT
ATATCTGACACGT
GCCTGG

Reverse:
5GAATACTCAAG
CTTGCATGCCTG

Nuc-(T15)70

pGEM-3Z/601-Gal4-T15-2in
5'ggtcgetgticaatacatgcacaggatgtatatatctgacacgtgcctggagacta
gggagtaatccccttggcggttaaaacgcgggggacagegegtacgtgegtttaa
gcggtgctagagcetgtctacgaccaattgagcggcctcggcaccgggattctectttt
tttttttttttctcgagcatcggaggacagtcctccgcggacctgcaggceatgcaagctt
gagtattctatagtgtcacctaaatagc

Forward:
5ACAGGATGTAT
ATATCTGACACGT
GCCTGG

Reverse:
5GAATACTCAAG
CTTGCATGCCTG

Nuc-(T10)70

pGEM-37/601-Gal4-T10-2in
5'ggtcgctgticaatacatgcacaggatgtatatatctgacacgtgcctggagacta
gggagtaatccccttggcggttaaaacgcgggggacagegcegtacgtgegtttaa
gcggtgctagagctgtctacgaccaattgageggectcggeaccgggattetectttt
tittttcgtatctcgagcatcggaggacagtcctccgeggacctgcaggceatgcaag
cttgagtattctatagtgtcacctaaatagc

Forward:
5ACAGGATGTAT
ATATCTGACACGT
GCCTGG

Reverse:
5GAATACTCAAG
CTTGCATGCCTG

Nuc-(T7)70

pGEM-37/601-Gal4-T7-2in
5'ggtcgetgticaatacatgcacaggatgtatatatctgacacgtgcctggagacta
gggagtaatccccttggcggttaaaacgcgggggacagegegtacgtgegtttaa
gcggtgctagagcetgtctacgaccaattgagcggcctcggeaccgggattctectttt
tttccgegtatctcgagcatcggaggacagtcctccgeggacctgcaggeatgcaa
gcttgagtattctatagtgtcacctaaatagc

Forward:
5ACAGGATGTAT
ATATCTGACACGT
GCCTGG

Reverse:
5GAATACTCAAG
CTTGCATGCCTG
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pGEM-32/601-Gal4-T5-2in

Forward:

, 5ACAGGATGTAT
5’gotcgcetgticaatacatgcacaggatgtatatatctgacacgtgectggagacta
ATATCTGACACGT
gggagtaatccccttggeggttaaaacgcgggggacagegcegtacgtgegtttaa
Nuc-(T5)70 GCCTGG
gcggtgctagagctgtctacgaccaattgagcggcectcggcaccgggattetectttt Reverse:
tggccgcegtatctcgagcatcggaggacagtcctccgeggacctgcaggceatgeca 5GAAT ACTC AAG
agcttgagtattctatagtgtcacctaaatagc CTTGCATGOCTG
PGEM-32/601-T15-19 g%’igG ATGTAT
5’ggtcgcetgticaatacatgcacaggatgtatatatctgacacgtgcctggagacta
ATATCTGACACGT
Nuc- gggagtaatccccttggeggttaaaacgcgggggacagegcegtacgtgegtttaa GCCTGG
19(T15)70 gcggtgctagagctgtctacgaccaattgagcggcctcggcaccgggattctccag Reverse:
ggcggccgcgtatctcgagtttttttitttttttctccgecggacctgcaggceatgcaagctt 5GAAT ACT CAAG
gagtattctatagtgtcacctaaatagc CTTGCATGCCTG
pGEM-32/601-Gal4-T15-40 E‘X"C"zge ATGTAT
5’gotcgcetgticaatacatgcacaggatgtatatatctgacacgtgectggagacta
ATATCTGACACGT
Nuc- gggagtaatccccttggeggttaaaacgcgggggacagegcegtacgtgegtitaa GCCTGG
40(T15)70 gcggtgctagagctgtctacgaccaattgagcggcectcggcaccgggattctccag Reverse:
ggcggccgcgtatctcgagcatcggaggacagtcctcegcttttttttttttttcaagcett 5GAAT ACTC AAG
gagtattctatagtgtcacctaaatagc CTTGAAA
PGEM-32/601-Gal4: E‘X‘(’;"KE‘;’G ATGTAT
5’ggtcgcetgticaatacatgcacaggatgtatatatctgacacgtgcctggagacta
ATATCTGACACGT
gggagtaatccccttggecggttaaaacgcgggggacagegcegtacgtgegtttaa
Nuc-80 GCCTGG
gcggtgctagagcetgtctacgaccaattgagcggectcggeaccgggattctccag Reverse:
ggcggccgcgtatctcgagcatcggaggacagtcctccgecggacctgcaggceat 5TGAC ACT ATAG
gcaagcttgagtattctatagtgtcacctaaatagcttggcgtaat AATACTCAAGC
PGEM-3Z/A15-SHL5 Forward:
; 5ACAGGATGTAT
5’ggtcgctgticaatacatgcacaggatgtatatatctgacacgtgectggagacta
Nuc- ATATCTGACACGT
gggagtaatccccttggeggttaaaacgcgggggacagegcegtacgtgegtitaa
SHL5(A15)8 GCCTGG
0 gcggtgctagagctgtctacgaccaattgaaaaaaaaaaaaaaagggattctcca Reverse:
gggcggcecgcgtatctcgagcatcggaggacagtcctccgecggacctgcaggea 5TGAC ACT ATAG
tgcaagcttgagtattctatagtgtcacctaaatagcttggcgtaat AATACTCAAGC
PGEM-3Z/T15-SHL5 Forward:
) 5ACAGGATGTAT
5’ggtcgctgticaatacatgcacaggatgtatatatctgacacgtgectggagacta
Nuc- ATATCTGACACGT
gggagtaatccccttggecggttaaaacgcgggggacagcegcegtacgtgegtttaa
SHL5(T15)8 GCCTGG
0 gcggtgctagagctgtctacgaccaattgtttttttttttttttgggattctccagggeggce Reverse:
cgcgtatctcgagcatcggaggacagtcctccgcggacctgcaggcatgcaagct 5TGAC ACT ATAG
tgagtattctatagtgtcacctaaatagcttggcgtaat AATACTCAAGC
pGEM-3Z/BNB-601 Forward:
5’tgtaatacgactcactatagggcgaattcgagctcggtacccggggatcctatcc | GGCGAATTCGA
gactggcacgctagcggtcgecgttcaatagatctaccggatgtatatatctgacac | GCTCGGT
70-Nuc gtgcctggagactagggagtaatccccttggeggttaaaacgcgggggacageg | Reverse:
cgtacgtgcgtttaagcggtgctagagctgtctacgaccaattgagcggcectecggeca | SCTGGAGAATCC
ccgggattctccagggcggcecgcegtatctcgagcatcggaggacagtcctccgeg | CGGTGCCGAG

gacctgcaggcatgcaag
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pGEM-3Z/BNB-A15-601 Forward:
5’tgtaatacgactcactatagggcgaattcgagctcggtacccggggatcctatcc | GGCGAATTCGA
gactggcacgctagcggtcgccaaaaaaaaaaaaaaacggatgtatatatctga | GCTCGGT

70(Al15)-Nuc | cacgtgcctggagactagggagtaatccccttggeggttaaaacgcgggggaca | Reverse:
gcgcgtacgtgegtttaagcggtgctagagctgtctacgaccaattgageggectcg | 5CTGGAGAATCC
gcaccgggattctccagggcggcecgcegtatctcgagcatcggaggacagtcctcc | CGGTGCCGAG
gcggacctgcaggcatgcaag
pGEM-3Z/BNB-T15-601 Forward:
5’tgtaatacgactcactatagggcgaattcgagctcggtacccggggatcctatce | GGCGAATTCGA
gactggcacgctagcggtcgcctttttttttttttttcggatgtatatatctgacacgtgect | GCTCGGT

70(T15)-Nuc | ggagactagggagtaatccccttggcggttaaaacgcgggggacagcegcegtacg | Reverse:
tgcgtttaagcggtgctagagctgtctacgaccaattgagcggcectecggcaccggg | 5CTGGAGAATCC
attctccagggcggccgcegtatctcgagcatcggaggacagtcctccgeggaccet | CGGTGCCGAG
gcaggcatgcaag
pGEM-3Z/BNB-601 Forward:
5’gctcggtaccecggggatcctatccgactggcacgcetageggtegecgttcaata | GACTGGCACGC

35-N gatctaccggatgtatatatctgacacgtgcctggagactagggagtaatcccctty | TAGCGG

-Nuc-35 ;

gcggttaaaacgcgggggacagcegcegtacgtgegtttaagcggtgctagagetgt | Reverse:
ctacgaccaattgagcggcctcggcaccgggattctccagggeggcecgcegtatctc | GGACTGTCCTC
gagcatcggaggacagtcctccgcggaccigcaggcatgcaagce CGATGC
pGEM-3Z/BNB-A15-601 Forward:
5’gctcggtaccecggggatectatccgactggcacgctageggtcgeccaaaaaaa | SGACTGGCACGC

35(A15)- aaaaaaaacggatgtatatatctgacacgtgcctggagactagggagtaatcccct | TAGCGG

Nuc-35 tggcggttaaaacgcgggggacagcgcgtacgtgcegtttaagcggtgctagaget | Reverse:
gtctacgaccaattgagcggcctcggcaccgggattctccagggeggcecgegtat | GGACTGTCCTC
ctcgagcatcggaggacagtcctccgcggacctgcaggceatgcaagce CGATGC
pGEM-3Z/BNB-T15-601 Forward:
5’gctcggtacccggggatcctatccgactggcacgctageggtegcectttttttttttttt | SGACTGGCACGC

35(T15)- tcggatgtatatatctgacacgtgcctggagactagggagtaatccccttggcggtta | TAGCGG

NUC-35 aaacgcgggggacagcgcgtacgtgcegtttaagcggtgctagagcetgtctacgac | Reverse:
caattgagcggcctcggcaccgggattctccagggeggecgcegtatctcgagecat | GGACTGTCCTC
cggaggacagtcctccgcggacctgcaggcatgcaagce CGATGC
pGEM-3Z/BNB-601-A15 Forward:
5’gctcggtaccecggggatcctatccgactggcacgctageggtegecgttcaata | GACTGGCACGC

35-Nuc- gatctaccggatgtatatatctgacacgtgcctggagactagggagtaatccccttg | TAGCGG

(A15)35 gcggttaaaacgcgggggacagcgcgtacgtgcgtttaagcggtgctagagcetgt | Reverse:
ctacgaccaattgagcggcctcggcaccgggattctccaaaaaaaaaaaaaaac | 5GGACTGTCCTC
tcgagcatcggaggacagtcctccgcggacctgcaggcatgcaagce CGATGC
pGEM-3Z/BNB-601-T15 Forward:
5’gctcggtacccggggatcctatccgactggcacgctageggtcgecgttcaata | 5GACTGGCACGC

35-Nuc- gatctaccggatgtatatatctgacacgtgcctggagactagggagtaatccccttg | TAGCGG

(T15)35 gcggttaaaacgcgggggacagcgcegtacgtgcgtttaagcggtgctagagcetgt | Reverse:
ctacgaccaattgagcggcctcggcaccgggattctectttttttttttttttctcgagcat | GGACTGTCCTC
cggaggacagtcctccgcggacctgcaggcatgcaagce CGATGC
pGEM-3Z/BNB-A15-601-T15 Forward:
5’gctcggtacccggggatcctatccgactggcacgcetageggtcgccaaaaaaa | SGACTGGCACGC

35(A15)- aaaaaaaacggatgtatatatctgacacgtgcctggagactagggagtaatcccct | TAGCGG

Nuc-(T15)35 | tggcggttaaaacgcgggggacagegegtacgtgegtttaageggtgctagaget | Reverse:
gtctacgaccaattgagcggcectcggcaccgggattetectttttttttttttttctcgage | GGACTGTCCTC
atcggaggacagtcctccgcggacctgcaggcatgcaage CGATGC
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pGEM-3Z/BNB-T15-601-A15 Forward:
5’gctcggtacccggggatcctatccgactggcacgcetageggtegectttttttttttttt | SGACTGGCACGC
35(T15)- tcggatgtatatatctgacacgtgcctggagactagggagtaatccccttggcggtta | TAGCGG

Nuc-(A15)35 | aaacgcgggggacagcgcegtacgtgegtitaagecggtgctagagcetgtctacgac | Reverse:
caattgagcggcctcggcaccgggatictccaaaaaaaaaaaaaaactcgagec | 5GGACTGTCCTC
atcggaggacagtcctccgcggacctgcaggcatgcaagce CGATGC
pGEM-37/601-Gal4: Forward:
5’ggtcgcetgticaatacatgcacaggatgtatatatctgacacgtgectggagacta | 5SACAGGATGTAT
gggagtaatccccttggcggttaaaacgcgggggacagegcegtacgtgegtttaa | ATATCTGACACGT

Nuc-140 gcggtgctagagctgtctacgaccaattgagcggcectcggcaccgggattctccag | GCCTGG
ggcggccgcgtatctcgagcatcggaggacagtcctccgeggacctgcaggeat | Reverse:
gcaagcttgagtattctatagtgtcacctaaatagcttggcgtaatcatggtcataget | 5AGCGGATAACA
gtttcctgtgtgaaattgttatccgctcacaattccacacaacatac ATTTCACAC
pGEM-3Z/BNB-A15-601-T15 Forward:
5’tgtaatacgactcactatagggcgaattcgagctcggtacccggggatcctatcc | GGCGAATTCGA

70(A15)- gactggcacgctagcggtcgccaaaaaaaaaaaaaaacggatgtatatatctga | GCTCGGT

NUC-(T15)70 cacgtgcctggagactagggagtaatccccttggeggttaaaacgcgggggaca | Reverse:
gcgcgtacgtgegtttaageggtgctagagcetgtctacgaccaattgageggectcg | 5GAATACTCAAG
gcaccgggattctectttttttttttttttctcgagcatcggaggacagtcctccgcggac | CTTGCATGCCTG
ctgcaggcatgcaagcttgagtattctatagtgtcacctaaatagc
pGEM-3Z/BNB-T15-601-A15 Forward:
5’tgtaatacgactcactatagggcgaattcgagctcggtacccggggatcctatce | GGCGAATTCGA

70(T15)- gactggcacgctagcggtcgccttttttttttttittcggatgtatatatctgacacgtgect | GCTCGGT

Nuc-(A15)70 ggagactagggagtaatccccttggcggttaaaacgcgggggacagegegtacg | Reverse:
tgcgtttaagcggtgctagagctgtctacgaccaattgagcggcectcggcaccggg | 5GAATACTCAAG
attctccaaaaaaaaaaaaaaactcgagcatcggaggacagtcctccgeggacc | CTTGCATGCCTG
tgcaggcatgcaagcttgagtattctatagtgtcacctaaatagc
pGEM-3Z/BNB-601 Forward:
5’gctcggtacccggggatcctatccgactggcacgctageggtegecgttcaata | GCACGCTAGCG
gatctaccggatgtatatatctgacacgtgcctggagactagggagtaatccccttg | GTCG

30-Nuc-70 gcggttaaaacgcgggggacagcegcegtacgtgegtttaageggtgctagagetgt | Reverse:
ctacgaccaattgagcggcctcggcaccgggattctccagggeggcecgcegtatctc | GAATACTCAAG
gagcatcggaggacagtcctccgcggacctgcaggcatgcaagcttgagtaticta | CTTGCATGCCTG
tagtgtcacctaaatagc
pGEM-3Z/BNB-A15-601 Forward:
5’gctcggtacccggggatectatccgactggcacgctageggtcgeccaaaaaaa | SGCACGCTAGCG

30 aaaaaaaacggatgtatatatctgacacgtgcctggagactagggagtaatccect | GTCG

(A15)- .

NUC-70 tggcggttaaaacgcgggggacagegegtacgtgegtttaageggtgctagaget | Reverse:
gtctacgaccaattgagcggcctcggceaccgggattctccagggeggecgegtat | 5GAATACTCAAG
ctcgagcatcggaggacagtcctccgecggacctgcaggcatgcaagctigagtatt | CTTGCATGCCTG
ctatagtgtcacctaaatagc
pGEM-3Z/BNB-601 Forward:
5’tgtaatacgactcactatagggcgaattcgagctcggtacccggggatcctatcc | 5GGCGAATTCGA
gactggcacgctagcggtcgecgttcaatagatctaccggatgtatatatctgacac | GCTCGGT

70-Nuc-30 gtgcctggagactagggagtaatccccttggeggttaaaacgcgggggacageg | Reverse:
cgtacgtgcgtttaagcggtgctagagcetgtctacgaccaattgagcggectcggea | 5°
ccgggattctccagggcggcecgcegtatctcgagcatcggaggacagtcctccgeg | GTCCTCCGATGC
gacctgcaggcatgcaagc TCG
pGEM-3Z/BNB-601-A15 Forward:

70-Nuc- 5’tgtaatacgactcactatagggcgaattcgagctcggtacccggggatcctatcc | GGCGAATTCGA

(A15)30 gactggcacgctagcggtcgccgttcaatagatctaccggatgtatatatctgacac | GCTCGGT
gtgcctggagactagggagtaatccccttggeggttaaaacgcgggggacageg | Reverse:;
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cgtacgtgcgtttaagcggtgctagagctgtctacgaccaattgagcggcectcggea | &
ccgggattctccaaaaaaaaaaaaaaactcgagcatcggaggacagtcctccge | GTCCTCCGATGC
ggacctgcaggcatgcaagc TCG
pGEM-3Z/BNB-601-T15 Forward:
5’tgtaatacgactcactatagggcgaattcgagctcggtacccggggatcctatce | GGCGAATTCGA
70-Nuc- gactggcacgctagcggtcgccgttcaatagatctaccggatgtatatatctgacac | GCTCGGT
(T15)30 gtgcctggagactagggagtaatccecttggecggttaaaacgcgggggacageg | Reverse:
cgtacgtgcgtttaagcggtgctagagcetgtctacgaccaattgagcggcectcggea | &
ccgggattctectttttttttttttttctcgagcatcggaggacagtcctccgeggacctge | GTCCTCCGATGC
aggcatgcaagc TCG
PGEM-32/601-Gal4-59TA Forward:
| 5ACAGGATGTAT
5’ggtcgctgticaatacatgcacaggatgtatatatctgacacgtgcctggagacta
ATATCTGACACGT
NUC-59TA gggagtaatccecttggcggttaaaacgcgggggacagegcegtacgtgcegtttaa GCCTGG
gcggtgctagagctgtctacgaccaattgagcggcectcggcaccgggattctccag Reverse:
ctaggcagcctatctcgagcatcggaggacagtcctccgcggacctgcaggceatg ; A
caagcttgagtattctatagtgtcacctaaatagc SGAATACTCAAG
getigag g9 9 CTTGCATGCCTG

En amarillo se

muestran las regiones donde se unen los partidores. En celeste se muestran 20

nucleétidos correspondientes al vector pPGEM-3Z/601 original. Las letras en rojo corresponden a
la secuencia posicionadora 601. Las letras subrayadas corresponden a las modificaciones

realizadas pertinentes al experimento.

Para realizar la hibridacion de los oligonucleétidos correspondientes, se
mezclaron 100 pmoles de cada oligonucledétido y se diluyé a 200 pL en Tris-HCI
pH 8.0 60 mM, concentracion final. Se incubé a 95°C por 5 minutos, dejandose
luego enfriar lentamente hasta temperatura ambiente y finalizando con 1 minuto
a 4°C. El alineamiento genera un casete que ya tiene los extremos cohesivos
para ser insertado en el plasmido correspondiente que previamente se digirid
con las enzimas de restriccion adecuadas. El vector digerido se sometio a
electroforesis en un gel de agarosa al 0.8% en TBE 0.5X a 60 V por 1:30 horas
y luego se extrajo y purificé usando un kit de extraccion (QIAEX Il Gel Extraction

Kit, Qiagen). El fragmento de ADN purificado se sometio a una electroforesis en
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gel de agarosa, para observar la integridad, y se cuantific6 usando el equipo
Qubit 4 fluorometer (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific) junto con el kit Qubit
dsDNA BR Assay (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific).

La ligacidon del vector con cada casete por separado fue en razén molar
1:2 de vector:inserto, en una reaccion llevada a cabo por la ligasa T4 (New
England Biolabs) en un volumen de 20 pL. Se incubé a 16°C por 16 horas,
terminando a 65°C por 10 minutos. Por dltimo, se realizaron transformaciones
con las reacciones de ligacion (ver seccion 3.1) y posteriormente se obtuvieron
plasmidos de colonias transformantes realizando minipreparaciones (ver
seccion 3.5) para encontrar clones recombinantes positivos. Estos se
confirmaron realizando digestiones con diferentes enzimas de restriccion.
Posteriormente se obtuvo plasmidio de un clon positvo de cada
subclonamiento, con uso de kit (ver seccidn 3.5), y luego se confirmé el detalle

de su identidad por secuenciacion automatica Sanger (servicio PUC).

3.7.2 Marcaje con 32P de partidores a usar en PCR radioactiva

Se marcaron 25 pmoles del respectivo partidor forward en su extremo 5,
los cuales posteriormente fueron usados para la realizacion de las PCR
radioactivas, los diferentes partidores usados se muestran en la Tabla 2. Para el
marcaje se uso la enzima T4 polinucleétido quinasa (New England Biolabs), en

presencia de 150 uCi de [y-*?P]-ATP (Perkin Elmer, 6.000 Ci/mmol, 150
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mCi/mL) en un volumen final de 25 pL. Esta reaccion procedié a 37°C durante
30 minutos. Luego, pasado el tiempo de la reaccion, se adicion6 1 uL de EDTA
pH 8.0 0.5 M para detener la reaccion. Los nucleétidos radioactivos no
incorporados se eliminaron por cromatografia de exclusién en columnas Spin
Sephadex G-25 (G-25 Sephadex Columns, Roche), siguiendo las instrucciones
del fabricante. Una vez terminado el paso por la columna, se procedid6 a
precipitar las muestras (ver seccion 3.6) y luego se resuspendié el partidor en

10 pL de agua desionizada estéril.

3.7.3 Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR) radioactiva

Se prepararon stocks de 1 ng/uL de los respectivos vectores a usar (ver
seccion 3.7.1) y en cada reaccién se us6 1 ng de vector, junto con 1.5 unidades
de la enzima TaKaRa Ex Taq (TaKaRa), 0.5 uM del partidor forward marcado
(ver seccion 3.7.2), 0.5 uM del partidor reverse, 0.2 mM de cada dNTP y 1X de
Buffer de TaKaRa Ex Taq (TaKaRa) (Figura 10B). Cada reaccion se llevo a
cabo en un volumen final de 50 uL. En cada caso, una vez terminada la PCR se
cargo la mezcla de reaccion en columna Spin Sephadex G-50 (G-50 Sephadex
Columns, Roche), para eliminar por cromatografia de exclusion los partidores
radioactivos no incorporados. Una vez terminado el paso por la columna, se
procedié a precipitar las muestras (ver seccion 3.6) y se resuspendieron en 10

puL de TE pH 8.0. Los partidores utilizados se muestran en la Tabla 2.
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3.7.4 Purificacion de fragmentos de PCR por dgel de poliacrilamida no

denaturante

La purificacion se realizé mediante electroforesis en gel de poliacrilamida
no denaturante al 5% (ver seccion 3.8). A las muestras procedentes de la PCR
radioactiva (ver seccion 3.7.3) se les agrego glicerol para dejar al 10% y luego
se cargaron en el gel. Antes de cargar las muestras el gel fue sometido a 100 V
durante 50 minutos en camara fria (4°C). La electroforesis procedié a 200 V
durante 1 hora a 4°C. Una vez terminada la corrida, se retir6 el vidrio superior y
el gel junto al vidrio inferior se envolvieron en film plastico (alusa plast) y se
expuso a film autorradiografico por un tiempo dado por el nivel de emision de la
muestra, marcandose previamente en el film la posicion del gel. Luego de
revelar el film se procedi6 a cortar con un bisturi las bandas de interés en el gel,
correspondientes a los productos de PCR (guiandose con el film revelado). Los
trozos de gel se introdujeron en tubo de 0.6 mL con un pequefio agujero en la
parte inferior y el tubo se introdujo a su vez en un tubo de 1.5 mL. Se realizé un
breve centrifugado (spin down), para que el gel pasara a través de la apertura al
tubo de 1.5 mL (sin sobrepasar 5.000 rpm en microcentrifuga). Luego se agrego
300 uL de TE pH 8.0 y se resuspendid, dejandose seguidamente en agitacion
fuerte durante toda la noche a temperatura ambiente. Al dia siguiente se

centrifugaron los tubos a maxima velocidad por 2 minutos a 4°C y se rescato el
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sobrenadante. A continuacion, se procedid a precipitar las muestras (ver

seccion 3.6) y luego se resuspendieron en 10 pL de TE pH 8.0.

3.7.5 Determinacién de la concentracion de los productos de PCR marcados

con 32P

Las concentraciones de las sondas radioactivas obtenidas (ver seccion
3.7.4) se cuantificaron usando el equipo Qubit 4 fluorometer (Invitrogen, Thermo
Fisher Scientific) junto con el kit Qubit dsDNA BR Assay (Invitrogen, Thermo
Fisher Scientific). Usualmente se cuantificé una sonda del grupo de sondas que
se obtenia en un proceso de marca dado, sonda que se considera como
referencia; el resto de las sondas del grupo se cuantific6 mediante electroforesis
en un gel de poliacrilamida no denaturante al 5% (ver seccion 3.8), al comparar
la sefial de cada sonda con la sonda de referencia. Para ello se tomé una
alicuota de cada una de las sondas y se diluy6 1:200 en buffer de condiciones
finales de reconstitucion (NaCl 100 mM, Tris-HCI pH 7.4 10 mM, EDTA 1 mM,
PMSF 0.5 mM, DTT 5 mM, NP-40 0.05%, BSA 100 ng/uL, Glicerol 10%), para
finalmente cargar 12 uL en el gel. Una vez terminada la electroforesis se retird
el gel por separacion de los vidrios y se secé en un papel whatman grado 3 a
80°C por 2 horas en secador Gel Dryer 583 (Bio-Rad) acoplado a una bomba
de vacio HydroTechTM Vacuum Pump (Bio-Rad). El gel fue revelado por

exposicién a placa phosphorscreen y analizado en Molecular Imager Bio-Rad
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(Phosphorimager). Se utilizé el Software Quantity One (Bio-Rad) para el
procesamiento de las imagenes y cuantificacion de las sefales obtenidas,
comparando las sefiales de cada sonda con la sonda de referencia.

Al obtener las sondas marcadas y ya cuantificadas, estas se
reconstituyeron a la forma de mononucleosomas (ver seccion 3.7.6) 0 se
diluyeron a 4 fmol/uL siguiendo el mismo procedimiento que en la reconstitucion
nucleosomal, pero sin agregar los oligonucleosomas cortos (SON) o
agregandoselos al final de la reconstitucién, dependiendo del tipo de ensayo a

realizar.

3.7.6 Reconstitucion nucleosomal

La reconstitucién nucleosomal de cada sonda cuantificada (ver seccion
3.7.5) se llevé a cabo mediante el método de transferencia de octamero de
histonas (Owen-Hughes y col., 1999). Para esto se mezclaron 0.5 pmoles del
ADN marcado, 1.5 pg de oligonucleosomas cortos (SON), previamente
obtenidos desde nucleos de células HeLa (Owen-Hughes y col., 1999), y NaCl a
una concentracion final 1 M, llevandose a 12.5 pL con buffer de dilucién (Tris-Cl
pH 7.4 10 mM, EDTA 1 mM, PMSF 0.5 mM, DTT 5 mM). La mezcla se incubé
por 20 minutos a 37°C. Transcurrido ese tiempo se realizaron diluciones
seriadas adicionando 3.13 puL, 5.20 pL, 10.42 pL y 31.25 pL de buffer de

dilucion, cada una seguida por incubacion de 20 minutos a 30°C. Por ultimo, se
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agrego 62.5 pL de buffer de dilucion final (Tris-Cl pH 7.4 10 mM, EDTA 1 mM,
PMSF 0.5 mM, DTT 5 mM, NP-40 0.1%, BSA 200 ng/uL, Glicerol 20%)
incubando por 20 minutos a 30°C. Las muestran quedaron en un volumen final
de 125 pL y fueron guardadas a 4°C (Figura 11). La composicion de la solucion
en la que queda el mononucleosoma reconstituido es la misma del buffer de
condiciones finales de reconstitucion (NaCl 100 mM, Tris-Cl pH 7.4 10 mM,
EDTA 1 mM, PMSF 0.5 mM, DTT 5 mM, NP-40 0.05%, BSA 100 ng/uL, Glicerol
10%), quedando el mononucleosoma reconstituido a una concentracion de 4
fmol/uL. La reconstitucion se verifico al someter 10 fmoles de cada muestra a

electroforesis en gel de poliacrilamida no denaturante al 5% (ver seccion 3.8).

56



(acceptor) W

Oligonucleosomes
(donor)

O’_Q\’
09_\./0

| IM NaCl|

Salt dilution
steps l

VOGO
X

Figura 11: Esquema de los pasos de para la reconstituciéon nucleosomal. La metodologia
se llevd a cabo mediante el método de transferencia de octamero de histonas (Owen-Hughes y

col., 1999). Fuente: Tomado desde Tesis doctoral de Gutiérrez, J.L.
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3.8 Electroforesis en geles de poliacrilamida no denaturante

Para los ensayos de union de factores (ver seccion 3.9.1), ensayos de
remodelacion (ver seccidn 3.9.3), ensayos de remodelacion con factores (ver
seccion 3.9.4) y obtencién de sondas marcadas (ver seccion 3.7) se realizo
electroforesis en gel de poliacrilamida no denaturante al 5% (40:1;
Acrilamida:BisAcrilamida), mientras que para ensayos de union de complejos
remodeladores (ver seccion 3.9.2) se us6é geles al 35% (60:1;
Acrilamida:BisAcrilamida). La dilucién de la acrilamida se realiza en Buffer TBE
0.3x (Tris-Borato 27 mM, EDTA 6.7 mM), a los que se adiciona PSA 0.1% y
TEMED 0.1%, los cuales en conjunto catalizan la polimerizacién del gel. Se deja
polimerizar al menos 1 hora y se monta en el sistema de electroforesis,
limpiando los carriles con buffer de corrida (TBE 0.3x) y eliminando burbujas
eventualmente atrapadas en la parte inferior del gel al montarlo. Los geles se
pre-corren a 100 V por 50 minutos a en camara fria (4°C). Tipicamente se
cargan 13.5 pL de muestra (carriles de 8 mm de ancho) y la electroforesis
procede a 200 V por 3 a 3:30 horas en camara fria (4°C).

Una vez terminada la electroforesis, se retira el gel por separacion de los
vidrios y se seca en un papel whatman grado 3 a 80°C por 2 horas en secador
Gel Dryer 583 (Bio-Rad) acoplado a una bomba de vacio HydroTechTM
Vacuum Pump (Bio-Rad). Los geles secos se expusieron a una placa de rayos

X (CL-Xposure Film, Thermo) en presencia de intensificador HyperScreen (GE
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Healthcare) a -80°C o fueron revelados por exposicion a placa phosphorscreen
y analizada en Molecular Imager Bio-Rad (Phosphorimager). Se utilizd el
Software Quantity One (Bio-Rad) para el procesamiento de las imagenes y

cuantificaciéon de las sefnales obtenidas.

3.9 Ensayos con sondas radioactivas

3.9.1 Ensayos de unién de factores

Para los ensayos de unién de los factores Gal4-DBD y Gal4-VP16, se
mezclaron 2.5 pL (10 fmoles) de mononucleosoma marcado (Tris-Cl pH 7.4 10
mM, EDTA 1 mM, PMSF 0.5 mM, DTT 5 mM, NP-40 0.05%, Glicerol 10%, BSA
100 pg/mL, NaCl 100 mM) con 1.5 pL de factor o buffer de factor de
transcripcion (HEPES-KOH pH 7.4 10 mM, KCI 100 mM, NaCl 30 mM, Glicerol
20%, ZnCl2 10 pM, Imidazol 10 mM, BSA 100 pg/mL, NaH2PO4 5 mM, DTT 1
mM, PMSF 0.2 mM), 0.5 pL de buffer CADS (HEPES-KOH pH 7.5 6.96 mM,
Tris-Cl pH 7.4 6.52 mM, NaCl 208.7 mM, PMSF 0.5 mM, DTT 3.61 mM, EDTA
pH 8.0 1 mM, NP-40 0.03%, Glicerol 10%), 0.6 pL de agua desionizada
(nanopure), 3 uL de buffer de complejo remodelador (Tris-Cl pH 8.0 10 mM,
NaCl 300 mM, Mg(CHsCOO)2 1 mM, Imidazol 1 mM, EGTA 2 mM, NP-40 0.1%,
PMSF 0.5 mM, DTT 0.5 mM, Glicerol 10%) y 6.9 pL de buffer de remodelacion

(HEPES-KOH pH 7.9 20 mM, KCI 57.3 mM, PMSF 0.5 mM, DTT 2 mM, NP-40
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0.05%, Glicerol 8.7%, MgCl2 11 mM, BSA 100 pg/mL). La mezcla se incubd 30
minutos a 30°C, seguido de 5 minutos en hielo. Por ultimo, se sometié a

electroforesis en gel de poliacrilamida no denaturante al 5% (Ver seccién 3.8).

3.9.2 Ensayos de unidon de complejos remodeladores

Para los ensayos de unién de los complejos ISW1lay RSC, se mezclaron
2.5 pL (10 fmoles) de mononucleosoma marcado o ADN marcado (Tris-Cl pH
7.4 10 mM, EDTA 1 mM, PMSF 0.5 mM, DTT 5 mM, NP-40 0.05%, Glicerol
10%, BSA 100 pg/mL, NaCl 100 mM) con 1.5 pL de buffer de factor de
transcripcion (HEPES-KOH pH 7.4 10 mM, KCI 100 mM, Glicerol 20%, ZnCl2 10
uM, Imidazol 10 mM, BSA 100 pg/mL, DTT 1 mM, PMSF 0.2 mM), 0.5 pL de
buffer CADS (HEPES-KOH pH 7.5 6.96 mM, Tris-Cl pH 7.4 6.52 mM, NacCl
208.7 mM, PMSF 0.5 mM, DTT 3.61 mM, EDTA pH 8.0 1 mM, NP-40 0.03%,
Glicerol 10%), 0.6 uL de 50 mM ATP (Roche) o 50 mM Adenosine 5'-O-(3-
thiotriphosphate) (Roche), 3 pL de complejo remodelador o buffer de complejo
remodelador (Tris-Cl pH 8.0 10 mM, NaCl 300 mM, Mg(CHsCOO). 1 mM,
Imidazol 1 mM, EGTA 2 mM, NP-40 0.1%, PMSF 0.5 mM, DTT 0.5 mM, Glicerol
10%) y 6.9 L de buffer de remodelacién (HEPES-KOH pH 7.9 20 mM, KCI 57.3
mM, PMSF 0.5 mM, DTT 2 mM, NP-40 0.05%, Glicerol 8.7%, MgCl2 11 mM,

BSA 100 pg/mL). La mezcla se incubd 45 minutos a 30°C, seguido de 5 minutos
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en hielo. Por dltimo, se sometid a electroforesis en gel de poliacrilamida no

denaturante al 3.5% (Ver seccion 3.8).

3.9.3 Ensayo de remodelacion

Para los ensayos de sliding de los complejos ISW1a, RSC y ySWI/SNF,
se mezclaron 2.5 pL (10 fmoles) de mononucleosoma marcado (Tris-Cl pH 7.4
10 mM, EDTA 1 mM, PMSF 0.5 mM, DTT 5 mM, NP-40 0.05%, Glicerol 10%,
BSA 100 pg/mL, NaCl 100 mM) con 1.5 pL de buffer de factor de transcripciéon
(HEPES-KOH pH 7.4 10 mM, KCI 100 mM, Glicerol 20%, ZnCl2 10 uM, Imidazol
10 mM, BSA 100 pg/mL, DTT 1 mM, PMSF 0.2 mM), 0.5 pL de buffer CADS
(HEPES-KOH pH 7.5 6.96 mM, Tris-Cl pH 7.4 6.52 mM, NaCl 208.7 mM, PMSF
0.5 mM, DTT 3.61 mM, EDTA pH 8.0 1 mM, NP-40 0.03%, Glicerol 10%), 0.6
puL de 50 mM ATP (Roche), 3 uL de complejo remodelador o buffer de complejo
remodelador (Tris-Cl pH 8.0 10 mM, NaCl 300 mM, Mg(CHsCOO). 1 mM,
Imidazol 1 mM, EGTA 2 mM, NP-40 0.1%, PMSF 0.5 mM, DTT 0.5 mM, Glicerol
10%) y 6.9 L de buffer de remodelacion (HEPES-KOH pH 7.9 20 mM, KCI 57.3
mM, PMSF 0.5 mM, DTT 2 mM, NP-40 0.05%, Glicerol 8.7%, MgCl2 11 mM,
BSA 100 pg/mL). La mezcla se incubé 45 minutos a 30°C y luego se agreg6 0.2
uL de 3.75 pg/pL ssDNA (Salmon Sperm DNA) mas 0.5 yL de 1 pg/uL LON

(Long Oligonucleosomes) y se incub6 durante 20 minutos a 30°C. La mezcla se
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dejé 5 minutos en hielo y se sometio a electroforesis en gel de poliacrilamida no
denaturante al 5% (Ver seccion 3.8).

En el caso de los ensayos de Time Course, las reacciones se incubaron
a diferentes tiempos a 30°C, deteniendo la reaccién con ssDNA y LON a las
mismas concentraciones indicadas anteriormente. Luego se procedié de la
misma manera indicada en el parrafo anterior.

Para el caso de los andlisis usando enzimas de restriccion (analisis de
direccionalidad de sliding), una vez finalizada la incubacion de remocion con
ssDNA y LON, se procedid a agregar 10 U de la respectiva enzima de
restriccion y se incubd durante 30 minutos a 30°C. La mezcla se dej6é 5 minutos
en hielo y se someti6 a electroforesis en gel de poliacrilamida no denaturante al
5% (Ver seccion 3.8).

La actividad de sliding se cuantific6 como la razén entre la sefial de la
sonda remodelada y la sefial total de mononucleosoma en el carril. La actividad
de sliding de cada condicion fue normalizada respecto del promedio de sliding
de todas las condiciones incluidas en un ensayo individual. De esta manera, el
analisis toma en cuenta las variaciones globales de actividad que tipicamente
sufren los complejos remodeladores de cromatina purificados con el paso del
tiempo.

La actividad de eviction se cuantific6 como la razon entre la diferencia de
sefial de ADN libre (ADN libre de condicién en presencia de complejo menos

ADN libre de condicion en ausencia de complejo) y la sefial correspondiente a
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ADN nucleosomal de la condiciébn en ausencia de complejo. La actividad de
eviction de cada condicion fue normalizada respecto del promedio de eviction
de todas las condiciones incluidas en un ensayo individual. De esta manera, el
analisis toma en cuenta las variaciones globales de actividad que tipicamente
sufren los complejos remodeladores de cromatina purificados con el paso del
tiempo.

3.9.4 Ensayos de remodelacion en presencia de factores de transcripcion

Para los ensayos de remodelacion en presencia de factores de
transcripcion, el complejo ISW1la se incubé con Gal4-DBD, mientras que los
complejos RSC y ySWI/SNF se incubaron con Gal4-VP16. Para la reaccion se
mezclaron 2.5 pL (10 fmoles) de mononucleosoma marcado (Tris-Cl pH 7.4 10
mM, EDTA 1 mM, PMSF 0.5 mM, DTT 5 mM, NP-40 0.05%, Glicerol 10%, BSA
100 pg/mL, NaCl 100 mM) con 1.5 pyL de factor o buffer de factor de
transcripcion (HEPES-KOH pH 7.4 10 mM, KCI 100 mM, NaCl 30 mM, Glicerol
20%, ZnCl2 10 pM, Imidazol 10 mM, BSA 100 pg/mL, NaH2PO4 5 mM, DTT 1
mM, PMSF 0.2 mM), 0.5 uL de buffer CADS (HEPES-KOH pH 7.5 6.96 mM,
Tris-Cl pH 7.4 6.52 mM, NaCl 208.7 mM, PMSF 0.5 mM, DTT 3.61 mM, EDTA
pH 8.0 1 mM, NP-40 0.03%, Glicerol 10%), 0.6 pL de 50 mM ATP (Roche) y 6.9
uL de buffer de remodelacién (HEPES-KOH pH 7.9 20 mM, KCI 57.3 mM,
PMSF 0.5 mM, DTT 2 mM, NP-40 0.05%, Glicerol 8.7%, MgCl2 11 mM, BSA

100 pg/mL). La mezcla se incub6 20 minutos a 30°C y luego se agregé 3 pL de
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complejo remodelador o buffer de complejo remodelador (Tris-Cl pH 8.0 10 mM,
NaCl 300 mM, Mg(CHsCOO)2 1 mM, Imidazol 1 mM, EGTA 2 mM, NP-40 0.1%,
PMSF 0.5 mM, DTT 0.5 mM, Glicerol 10%) y se incubd durante 45 minutos a
30°C. Finalmente se agreg6 0.2 pL de 3.75 pg/pL ssDNA (Salmon Sperm DNA),
0.5 pL de 1 pg/uL LON (Long Oligonucleosomes) y 0.3 puL de 100 uM de un
fragmento de ADN con sitio de union a Gal4, incubandose seguidamente
durante 30 minutos a 30°C. Luego la mezcla se dej6o 5 minutos en hielo y se
sometié a electroforesis en gel de poliacrilamida no denaturante al 5% (Ver
seccion 3.8).

La actividad de sliding se cuantifico como la razén entre la sefial de la
sonda remodelada y la sefial total de mononucleosoma en el carril. La actividad
de sliding de cada condicion fue normalizada respecto del promedio de sliding
de todas las condiciones incluidas en un ensayo individual. De esta manera, el
analisis toma en cuenta las variaciones globales de actividad que tipicamente
sufren los complejos remodeladores de cromatina purificados con el paso del
tiempo.

La actividad de eviction se cuantificO como la razén entre la diferencia de
sefial de ADN libre (ADN libre de condicién en presencia de complejo menos
ADN libre de condicion en ausencia de complejo) y la sefial correspondiente a
ADN nucleosomal de la condicién en ausencia de complejo. La actividad de
eviction de cada condicion fue normalizada respecto del promedio de eviction

de todas las condiciones incluidas en un ensayo individual. De esta manera, el
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analisis toma en cuenta las variaciones globales de actividad que tipicamente
sufren los complejos remodeladores de cromatina purificados con el paso del

tiempo.

3.10 Analisis bioinformatico a nivel de genoma completo

El andlisis bioinforméatico se realizd6 sobre parte de la data publicada por
Krientenstein y col., 2016 (GSE72106) (Krietenstein y col., 2016). El mapeo lo
realizamos usando el genoma de Saccharomyces cerevisiae S288C (sacCer3)
y usamos la herramienta DANPOS para obtener las posiciones de los
nucleosomas en la data en presencia de ADN e histonas (SGD) y en presencia
de ADN, histonas e ISWla (ISW1la). La data usada fue: SGD réplica 1
(SRR2164369), SGD réplica 2 (SRR2164396), ISW1a réplica 1(SRR2164386) y
ISW1a réplica 2 (SRR2164392).

Para la obtencion del dyad del nucleosoma +1, buscamos el nucleosoma
mas cercano al TSS en una ventana de -80 a 140 pb. Posteriormente buscamos
el dyad del nucleosoma -1 como el peak rio arriba del dyad del nucleosoma +1
mas cercano; todos los genes que no presentaron nucleosoma -1 en una
distancia de 1000 pb se eliminaron. Esto se realiz6 para ambas condiciones.
Posteriormente, se calculé la diferencia en la posicion de los nucleosomas +1
en ausencia (SGD) y presencia de ISW1a, para obtener el grado de movimiento

de los nucleosomas, y con esta informacion se generaron dos grupos de
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promotores: los que mostraron movimiento del nucleosoma +1 20 o mas pb rio
arriba y los que mostraron movimiento 20 o mas pb rio abajo. EI mismo
procedimiento se realizo para el caso del nucleosoma -1.

Luego, se descargo la secuencia FASTA de cada gen, en una ventana
de -250 a 250 pb alrededor del dyad del nucleosoma +1, usando bedtools
getfasta y descargando inmediatamente el reverso complementario de los
genes de hebra negativa. La misma descarga se realizd6 en el caso del
nucleosoma -1. Posteriormente se hizo la busqueda de tractos poli A o poli T,
para lo cual se consideré en la hebra sentido 6 o mas nucleétidos seguidos
(AAAAAA o TTTTTT) y se busco en la secuencia fasta, usando la herramienta
meme suit. Esta busqueda se realizé para cada uno de los 6 grupos de genes
creados (SGD nucleosoma -1; SGD nucleosoma +1; ISW1la-desplazamiento rio
arriba nucleosoma -1; ISW1a-desplazamiento rio abajo nucleosoma -1; ISW1a-
desplazamiento rio arriba nucleosoma +1; ISW1la-desplazamiento rio abajo
nucleosoma +1). Estos tractos poliA y, separadamente, poliT encontrados se
asignaron a ventanas de 25 nucleétidos que abordaron los 500 nucleétidos
alrededor de los dyad, estableciéndose la frecuencia de presencia de tractos
como el nimero de genes que presenta tracto en esa ventana dividido por el
namero total de genes del grupo en analisis. Finalmente, los graficos se

realizaron en Rstudio usando la libreria ggplot2.
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4. RESULTADOS

4.1 Determinar el efecto in vitro de los tractos poli (dA:dT) sobre la

actividad remodeladora de nucleosomas de complejos remodeladores de

cromatina dependientes de ATP

4.1.1 Purificacion de complejos remodeladores de cromatina dependientes de

ATP: ISW1la, RSC y ySWI/SNF

La purificacibn de los complejos remodeladores de cromatina
dependientes de ATP, se llevé a cabo usando la aproximacion de purificacion
por afinidad en tdndem (TAP) (Rigaut y col.,, 1999), como se explica en la
seccion 3.4. Las subunidades de los complejos usadas para la purificacién son
loc3, Rsc2 y Snf6é para ISW1la, RSC y ySWI/SNF, respectivamente, como se
muestra en la Tabla 1. Para corroborar que cada cepa de levadura expresaba la
respectiva subunidad con el epitope correspondiente, se realizé un ensayo de
western blot usando lisado total de cada cepa y un anticuerpo dirigido contra
CBP (TAP Tag Polyclonal Antibody, CAB1001, Invitrogen). De esta manera, por
el tamafio aparente se corrobor6 que las subunidades poseian el epitope
(Figura 12A). Una vez finalizada la purificacién de los complejos, se analiz6 las
etapas de la purificacién para cada uno de los complejos: ISW1la (Figura 12B),

RSC (Figura 13A) y ySWI/SNF (Figura 14A). En cada caso se puede observar
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que, luego del corte con la enzima TEV proteasa y la pérdida de proteina A,
aumenta la migracion de la subunidad marcada. Una mezcla de todas las
eluciones a 150 mM y 300 mM de NaCl se uso para verificar la concentracion
salina a la que eluyé principalmente el complejo. De igual manera se analizaron
las eluciones individuales de cada concentracion salina para ISW1l1a (Figura
12C), RSC (Figura 13B) y ySWI/SNF (Figura 14B), donde se puede observar la
presencia de una banda minoritaria correspondiente a la subunidad sin la
pérdida de proteina A, con excepcién de la purificacion de ySWI/SNF, donde se

observa en una mayor proporcion.
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Figura 12: Purificacion de ISW1a. A) Western blot de extractos celulares totales obtenidos de
diferentes cepas de levaduras que expresan una subunidad de un complejo remodelador de
cromatina dependiente de ATP con el epitope Proteina A-CBP. B) Western blot de las etapas
de purificacion para ISW1a. A la derecha se indica la subunidad con el epitope antes y después
del corte con TEV proteasa. PA: Proteina A; CBP: Proteina de union a calmodulina; I: Input; NU:
No unido; Ra: Resina antes de eluir; Rd: Resina después de eluir; E: Elucién; IgG: Resina IgG;
Ca: Resina de calmodulina. C) Western blot de las eluciones obtenidas con el buffer que
contiene 150 mM de NaCl y 300 mM de NaCl. D) Tincién con plata de las eluciones que se
usaron para realizar los ensayos posteriores. A la derecha se indican las subunidades del

complejo.
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Tanto para ISWla como para RSC, las eluciones mas eficientes se
obtuvieron con 300 mM de NaCl. De estas se analizo una alicuota de las dos
mejores eluciones por tincibn con plata (Figura 12D y Figural3C,
respectivamente), para observar la integridad y la presencia de las subunidades
de los complejos. Para el caso de ySWI/SNF, las eluciones obtenidas fueron
muy bajas en concentracién proteica, lo que se tradujo en muy baja actividad de
sliding. Por lo tanto, las eluciones que dieron presencia de complejo para 300
mM de NaCl se juntaron y concentraron (ver seccién 3.4.3). Posteriormente se
realizd tincidbn con plata (Figura 14C) para observar las subunidades del
complejo. Para todos los complejos purificados, se realizaron ensayos de sliding

para corroborar su funcionalidad.
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Figura 13: Purificacion de RSC. A) Western blot de las etapas de purificacion para RSC. A la
derecha se indica la subunidad con el epitope antes y después del corte con TEV proteasa. PA:
Proteina A; CBP: Proteina de union a calmodulina; LT: Lisado total; I: Input; L: Lavado; NU: No
unido; Ra: Resina antes de eluir; Rd: Resina después de eluir; E: Elucion; IgG: Resina IgG; Ca:
Resina de calmodulina. B) Western blot de las eluciones obtenidas con el buffer que contiene
150 mM de NaCl y 300 mM de NacCl. C) Tincién con plata de las eluciones que se usaron para

realizar los ensayos posteriores. A la derecha se indican las subunidades del complejo.
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Figura 14: Purificacion de ySWI/SNF. A) Western blot de las etapas de purificacién para
ySWI/SNF. A la derecha se indica la subunidad con el epitope antes y después del corte con
TEV proteasa. PA: Proteina A; CBP: Proteina de union a calmodulina; I: Input; Ra: Resina antes
de eluir; Rd: Resina después de eluir; E: Elucién; IgG: Resina IgG; Ca: Resina de calmodulina.
B) Western blot de las eluciones obtenidas con el buffer que contiene 150 mM de NaCl y 300
mM de NaCl. C) Tincién con plata de las eluciones de 300 mM de NacCl, luego de ser
concentradas. Esta muestra se usé para realizar los ensayos posteriores. A la derecha se

indican las subunidades del complejo.
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4.1.2 Generacion de sondas mononucleosomales

Para poder generar las sondas mononucleosomales, todos los
subclonamientos se realizaron en un vector de origen que poseia la secuencia
posicionadora 601 que fue descrita por el grupo del Dr. Widom (Lowary y
Widom, 1998). Esta secuencia permite obtener un alto porcentaje de
reconstitucion nucleosomal y poder controlar la posicion translacional del
nucleosoma dentro de nuestra sonda de ADN.

Para realizar los experimentos se usaron diferentes sondas
mononucleosomales dependiendo del enfoque analizado. Todas las sondas
generadas se muestran en la Tabla 2 y un esquema de estas se mostrara en la
respectiva figura donde fueron usadas. Una caracteristica de estas es que
pueden poseer un sitio de union a Gal4 (17 pb) (Gutierrez y col., 2007) a 22 pb
del core nucleosomal. En todos los casos hay que considerar el extremo 5’ de la
hebra superior (que, a su vez, es la marcada con 3?P) como la hebra dominante
y la que se tomara en cuenta para nombrar las sondas. Los mononucleosomas
reconstituidos se obtuvieron siguiendo el procedimiento descrito en la seccion
3.7. En todos los casos se analizaron por electroforesis en gel de poliacrilamida

no denaturante (ver seccion 3.8).

4.1.3 Efecto de tractos poli (dA:dT) sobre la actividad remodeladora de ISW1a
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Al momento de realizar estos experimentos hay que tener en cuenta
como ISW1la ejerce su actividad remodeladora. Este complejo es considerado
del tipo “espaciador”, por lo que posee subunidades que funcionan como “regla
molecular”, permitiendo dejar los nucleosomas con el mismo tamafo de ADN
linker entre ellos (Clapier y Cairns, 2009; Clapier y col., 2017; Kubik y col., 2019;
Ocampo y col., 2016). En una sonda mononucleosomal, este comportamiento
se traduce en cambiar la posicidn translacional del octamero de histonas desde
una posicién lateral a posicién central (con misma extension de linker a ambos
lados del core nucleosomal; Figura 15A).

Los experimentos con ISW1la se realizaron como se indica en la seccion
3.9.3. Las sondas usadas en este caso se caracterizan por poseer 70 pb de
ADN linker solamente por un extremo del nucleosoma; junto con poseer tractos
poli (dA:dT) en diferentes orientaciones (Figura 15B). Al realizar los
experimentos se puede observar que el desplazamiento del octamero de
histonas de una posicidn lateral a central se refleja en una migracibn menor en
la electroforesis (Figura 15C).

Al centrarnos en el efecto de los tractos poli (dA:dT) sobre la actividad de
ISW1la, podemos observar que al estar presentes estas secuencias, disminuye
la aparicion de nucleosoma central, lo que refleja un freno a la actividad
remodeladora de sliding del complejo (comparar carriles 2, 4 y 6, Figura 15C).
Los grados de remodelacion fueron cuantificados, confirmando el efecto

observado (Figura 15D). Es de relevancia destacar que la sonda Nuc-(T15)70
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frena la actividad remodeladora de ISW1a en mayor grado que la sonda Nuc-

(A15)70 (Figuras 15C y D).
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(dA:dT) frenan la actividad de sliding de ISWla. A)

Representacion esquematica del resultado de la remodelaciéon de ISWla sobre una sonda

mononucleosomal lateral. El octamero de histonas es representado como un dvalo transparente

y la flecha azul indica el movimiento del octdmero de histonas luego de la remodelacion. B)

Representacion esquematica de las sondas usadas en este analisis. El octamero de histonas es

representado como un 6évalo transparente, la linea gris representa el ADN nucleosomal y la
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linea negra representa el ADN linker (70 pb). Los tractos poli (dA:dT) se representan por lineas
verdes (poli A) o rojas (poli T) y poseen un tamafio de 15 pb. 601 pos. region: Secuencia
posicionadora de nucleosomas 601 (147 pb). C) Ensayo de remodelacion nucleosomal para
observar la influencia de los tractos poli (dA:dT) sobre la actividad remodeladora de ISW1a. Las
sondas usadas se indican en la parte superior de la figura. La imagen es representativa del
ensayo realizado al menos tres veces. La migracion de los diferentes estados del
mononucleosoma se muestra a la derecha de la figura. D) El grafico corresponde a la
cuantificacion de la actividad de sliding bajo cada condicién. Las barras de error representan
una desviacion estandar. Los asteriscos denotan diferencias significativas (****p<0.0001,
***n<0.001, **p<0.01, *p<0.05; n = 3) calculados mediante test ANOVA y comparacion multiple

Tukey’s.

4.1.4 Efecto de tractos poli (dA:dT) sobre la actividad remodeladora de RSC

El complejo RSC es considerado del tipo “despejador” (Kubik y col.,
2019; Rawal y col.,, 2018) y al realizar su actividad sobre una sonda
mononucleosomal, éste desplazara el octamero de histonas mas alla de alguno
de los extremos del ADN, lo cual considerando estudios de la estructura de
RSC unido al nucleosoma (Chen y col., 2023; Wagner y col., 2020; Ye y col.,
2019), debiera ser hacia el extremo 5 de la hebra superior (hebra marcada)
(Figura 16A). Esto se evidenciard por una mayor migracion de la sonda
mononucleosomal respecto al mononucleosoma sin remodelar, a la cual

denominamos como “Rem” (carril 2, Figura 16B). Se ha descrito que la
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aparicion de esta banda se debe a que el complejo mueve el octamero de
histonas mas alla del extremo del ADN, aproximadamente 51 pb del extremo
(Flaus y Owen-Hughes, 2003; Kassabov y col., 2003).

Los experimentos con RSC se realizaron como se indica en la seccion
3.9.3. Las sondas usadas para estos analisis se muestran en la Figura 15B. En
primer lugar, se observa la apariciéon de una banda de mayor migracién en los
carriles en gque esta presente el complejo (carriles 2, 4, 6 y 8, Figura 16B), lo
gue corresponde a la sonda remodelada. En segundo lugar, las sondas que
poseen un tracto poli (dA:dT) presentan una mayor presencia de la banda
remodelada, lo que se traduce como un incremento en la actividad
remodeladora de sliding (comparar carril 4 con 6 y 8, Figura 16B), lo que se
verific6 mediante densitometria de las bandas (Figura 16C). Cabe destacar que
el aumento en la actividad de sliding es mas pronunciado en la sonda Nuc-
(T15)70 que en la sonda Nuc-(A15)70 (Figuras 16B y C); por otro lado, se
observa una pérdida de sefial en las sondas Nuc-(A15)70 y Nuc-(T15)70 (carril
6 y 8, Figura 16B), sin embargo, este fendmeno no se observd en otros
modelos mononucleosomales usados (ver seccion 4.1.10). Por dltimo, y debido
a que se demostrd que los tractos poli (dA:dT) estimulan la actividad de eviction
del complejo RSC (Lorch y col., 2014), dispusimos cuantificar esta actividad
considerando la aparicion de ADN desnudo al agregar RSC. Sin embargo,

como se observa en la Figura 16B, en ningln caso se aprecia aparicion de ADN
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desnudo, lo cual se confirmd al cuantificar y no encontrar diferencias

significativas (Figura 16D).
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Figura 16: Los tractos poli (dA:dT) estimulan la actividad de sliding de RSC. A)
Representacion esquemética del resultado de la remodelacibn de RSC sobre una sonda
mononucleosomal lateral, considerando las estructuras unidas al nucleosoma obtenidas por
cryo-EM (Wagner y col., 2020; Ye y col., 2019). El octdmero de histonas es representado como
un 6valo transparente y la flecha azul indica el movimiento del octdmero de histonas luego de la
remodelacion. B) Ensayo de remodelacion nucleosomal para observar la influencia de los
tractos poli (dA:dT) sobre la actividad de RSC. Las sondas usadas se indican en la parte

superior de la figura y corresponden a las mostradas en la Figura 15B. La imagen es
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representativa del ensayo realizado al menos tres veces. La migracion de los diferentes estados
del mononucleosoma se muestra a la derecha de la figura. C) El grafico corresponde a la
cuantificacion de la actividad de sliding bajo cada condicion. Las barras de error representan
una desviacion estandar. Los asteriscos denotan diferencias significativas (****p<0.0001,
***n<0.001, **p<0.01, *p<0.05; n = 3) calculados mediante test ANOVA y comparacion multiple
Tukey’s. D) El grafico corresponde a la cuantificacion de la actividad de eviction bajo cada
condicién. Las barras de error representan una desviacion estandar. No se encontraron
diferencias significativas (n.s: no significativo) calculados mediante test ANOVA y comparacion

multiple Tukey’s.

415 Efecto de tractos poli (dA:dT) sobre la actividad remodeladora de

ySWI/SNE

El complejo ySWI/SNF es considerado un complejo del tipo “despejador”
(Kubik y col., 2019; Rawal y col., 2018) y su estructura unida al nucleosoma ha
sido resuelta (Dechassa y col., 2008; Han y col., 2020; He y col., 2021). De la
misma manera que para RSC, el movimiento del octamero de histonas debiera
ser hacia el extremo 5’ de la hebra superior (hebra marcada) (Cheny col., 2023;
He y col., 2021) (Figura 17A).

Los ensayos con ySWI/SNF se realizaron como se indica en la seccion
3.9.3. Las sondas usadas para estos analisis se muestran en la Figura 15B. Al
realizar los experimentos se puede notar que el complejo ySWI/SNF purificado

posee una baja actividad en la sonda control (Nuc-70) (carril 3, Figura 17B),
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pero de igual manera se logra observar una pequefia estimulacion de su
actividad de sliding al estar presente los tractos poli (dA:dT) (comparar carril 3
con 5y 7, Figura 17B). La actividad de sliding se cuantifico, confirmando la
estimulacién observada al estar presentes los tractos poli (dA:dT) (Figura 17C).
Sin embargo, no se aprecian diferencias entre las sondas Nuc-(A15)70 y Nuc-

(T15)70 (Figuras 17B y C).
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Figura 17: Los tractos poli (dA:dT) estimulan la actividad de sliding de ySWI/SNF. A)
Representacidon esquemética del resultado de la remodelacion de ySWI/SNF sobre una sonda
mononucleosomal lateral. El octamero de histonas es representado como un @valo transparente
y la flecha azul indica el movimiento del octdmero de histonas luego de la remodelacién. B)
Ensayo de remodelacion nucleosomal para observar la influencia de los tractos poli (dA:dT)
sobre la actividad remodeladora de ySWI/SNF. Las sondas usadas se indican en la parte
superior de la figura y corresponden a las mostradas en la Figura 15B. La imagen es
representativa del ensayo realizado al menos tres veces. La migracion de los diferentes estados

del mononucleosoma se muestra a la derecha de la figura. C) El grafico corresponde a la
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cuantificacion de la actividad de sliding bajo cada condicién. Las barras de error representan
una desviacién estandar. Los asteriscos denotan diferencias significativas (****p<0.0001,
***n<0.001, **p<0.01, *p<0.05; n = 3) calculados mediante test ANOVA y comparacion multiple

Tukey’s.

416 Efecto del tamafno de los tractos poli (dA:dT) sobre la actividad

remodeladora de ISW1lay RSC

Debido a que los resultados anteriores mostraron que los tractos poli
(dA:dT) tienen un efecto sobre la actividad de los complejos remodeladores de
cromatina dependientes de ATP abordados en este estudio, se procedié a
acortar el tamafio de éstos para determinar la extension minima con la que se
mantiene el efecto observado. Para estos ensayos solo se usaron los complejos
ISW1lay RSC, ya que ySWI/SNF present6 una baja actividad remodeladora.

En primer lugar se disefiaron sondas mononucleosomales de 217 pb que
comparten las mismas caracteristicas que las sondas usadas en los ensayos
anteriores (ver seccion 4.1.2), con la unica diferencia en el tamafio de los
tractos poli (dA:dT) usados: 5, 10 y 15 pb (Figura 18A). Estas sondas se
generaron como se explica en la seccién 3.7.

En el caso de ISW1a, podemos observar que el grado de remodelacion
obtenido tanto con la sonda Nuc-(A5)70 como la sonda Nuc-(T5)70, no se

diferencia del obtenido con la sonda control Nuc-70 (comparar carril 2 con 4 y
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10, Figura 18B; Figura 18C). Sin embargo, con las sondas que poseen los
tractos de 10 pb ya se puede observar el mismo efecto de frenado observado
para las sondas que poseen los tractos de 15 pb (comparar carril 2 con 6 y 12,
Figura 18B y Figura 18C). Cabe destacar que no se encontraron diferencias
entre las sondas de 10 y 15 pb, tanto para las sondas poli A (comparar carril 6 y
8, Figura 18B; Figura 18C) como para las sondas poli T (comparar carril 12 y
14, Figura 18B; Figura 18C). También se puede observar que se mantiene el
efecto otorgado por la orientacion, en donde poli T frena en mayor medida que

poli A (Figura 18C).
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Figura 18: El efecto observado sobre ISWla depende del tamafio de los tractos poli

Sliding activity

(dA:dT). A) Representacion esquematica de las sondas usadas en este analisis. El octamero
de histonas es representado como un 6Gvalo transparente, la linea gris representa el ADN
nucleosomal y la linea negra representa el ADN linker (70 pb). Los tractos poli (dA:dT) se
representan por lineas verdes (poli A) o rojas (poli T) y poseen un tamafio de 5, 10 y 15 pb,
respectivamente. 601 pos. region: Secuencia posicionadora de nucleosomas 601 (147 pb). B)
Ensayo de remodelacién nucleosomal para para observar el efecto del tamafio de los tractos
poli (dA:dT) sobre la actividad remodeladora de ISW1la. Las sondas usadas se indican en la
parte superior de la figura. La imagen es representativa del ensayo realizado al menos tres
veces. La migracion de los diferentes estados del mononucleosoma se muestra a la derecha de
la figura. C) El grafico corresponde a la cuantificacion de la actividad de sliding bajo cada

condicién. Las barras de error representan una desviacidn estandar. Los asteriscos denotan
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diferencias significativas (****p<0.0001, ***p<0.001, **p<0.01, *p<0.05; n = 3) calculados

mediante test ANOVA y comparacion multiple Tukey’s.

Para el caso de RSC, solo probamos las sondas poli T, ya que los
resultados para ISW1la nos mostraron que disminuir el tamafo del tracto no
afecta las diferencias dadas por la orientacion. De la misma manera que con
ISW1la, observamos que no existen diferencias entre los grados de
remodelacion obtenido para las sondas Nuc-70 y Nuc-(T5)70 (comparar carril 2
y 4, Figura 19A; Figura 19B), pero si pudimos observar un efecto de
estimulacién de sliding en la sonda Nuc-(T10)70, al igual que para la sonda
Nuc-(T15)70 (comparar carril 2 con 6 y 8, Figura 19A; Figura 19B). Ademas,
similar a ISW1a, no existen diferencias entre la sonda Nuc-(T10)70 y Nuc-

(T15)70 (Figura 19B).
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Figura 19: El efecto observado sobre RSC depende del tamafio de los tractos poli
(dA:dT). A) Ensayo de remodelacion nucleosomal para observar el efecto del tamafio de los
tractos poli (dA:dT) sobre la actividad remodeladora de RSC. Las sondas usadas se indican en
la parte superior de la figura y corresponden a las mostradas en la Figura 18A. La imagen es
representativa del ensayo realizado al menos tres veces. La migracion de los diferentes estados
del mononucleosoma se muestra a la derecha de la figura. B) El grafico corresponde a la
cuantificacion de la actividad de sliding bajo cada condicién. Las barras de error representan
una desviacién estandar. Los asteriscos denotan diferencias significativas (****p<0.0001,
***n<0.001, **p<0.01, *p<0.05; n = 3) calculados mediante test ANOVA y comparacién multiple

Tukey’s.

Dado los resultados obtenidos con los tractos poli (dA:dT) de tamafio 5y
10 pb, nos propusimos usar un tamafio intermedio entre ambos, ya que con el
tamafio de 5 pb no observamos efecto y con el tamafio de 10 pb observamos

un efecto igual al tamafio de 15 pb. De esta manera, realizamos el mismo
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experimento usando un tamafio de 7 pb solo con la orientacién poli T (Figura
20A). En el caso de ISW1a existe un freno de la actividad de sliding al estar
presente el tracto de 7 pb, pero en menor grado al efecto observado con el
tamafo de 15 pb (comparar carril 5 con 3y 7, Figura 20B; Figura 20C). Para el
caso de RSC, se puede observar un grado bajo de estimulacién de sliding con
el tracto de 7pb (comparar carril 3 y 5, Figura 20D); sin embargo, esta pequefia

estimulacién resulté no ser estadisticamente significativa (Figura 20E).
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Figura 20: Anélisis del efecto de tractos poli (dA:dT) de 7 pb sobre la actividad de ISW1a
y RSC. A) Representacion esquematica de las sondas usadas en este andlisis. El octdmero de
histonas es representado como un Ovalo transparente, la linea gris representa el ADN
nucleosomal y la linea negra representa el ADN linker (70 pb). Los tractos poli T se representan
por lineas rojas y poseen un tamafio de 7 y 15 pb, respectivamente. 601 pos. region: Secuencia
posicionadora de nucleosomas 601 (147 pb). B y D) Ensayos de remodelacién nucleosomal
para observar el efecto del tamafio de los tractos poli (dA:dT) sobre la actividad remodeladora
de ISW1la (B) y RSC (D). Las sondas usadas se indican en la parte superior de las figuras. Las
imagenes son representativas de cada ensayo realizado al menos tres veces. La migracién de
los diferentes estados del mononucleosoma se muestra a la derecha de la figura. C y E) Los
graficos corresponden a la cuantificacion de la actividad de sliding bajo cada condicion. Las
barras de error representan una desviacion estandar. Los asteriscos denotan diferencias
significativas (***p<0.001, **p<0.01, *p<0.05; n = 3) calculados mediante test ANOVA vy

comparacion multiple Tukey’s.

4.1.7 Andlisis reciproco de la orientacion de los tractos poli (dA:dT) respecto al

nucleosoma, para el efecto observado sobre ISWlay RSC

Durante los experimentos realizados anteriormente, las sondas
mononucleosomales contaban con el ADN linker por el extremo 3’ del core
nucleosomal (siempre considerando la hebra superior como la de referencia),
en donde observamos que la orientacion poli T (Nuc-T15-70) presentaba un
mayor efecto que la orientacion poli A (Nuc-Al15-70) en frenar la actividad de

ISW1a y estimular la de RSC (Figuras 15y 16, respectivamente). Por lo tanto, si
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el fenomeno es real y las diferencias observadas entre poli T y poli A dependen
de la orientacion de estas secuencias respecto al nucleosoma, al cambiar el
ADN linker al lado 5’ del nucleosoma, deberiamos observar que poli A tiene un
mayor efecto sobre los complejos. Para ello tenemos que tomar en cuenta el eje
de simetria doble que posee el nucleosoma (Figura 21A) (Davie, 1998; Koyama
y Kurumizaka, 2018; Luger y col., 1997; Richmond y Davey, 2003; Trifonov,
2011; Zheng y Hayes, 2003). Para corroborar esta hipotesis disefiamos una
nueva serie de sondas mononucleosomales con el ADN linker por el extremo 5’
del nucleosoma (Figura 21B). Considerando el eje de simetria doble del
nucleosoma, la sonda Nuc-(A15)70 seria equivalente a la sonda 70(T15)-Nuc y

la sonda Nuc-(T15)70 seria equivalente a la sonda 70(A15)-Nuc.

90



— = TETTLERT ELETT T

4

TTTTTTTTTITTITTTT

B . & &

—_— 217 bp DNA/Nuc probe

o + = + c b = . 3 B - + ISWla
/ N\

%%« - - > o - 5 . [ -
W e W . W e - S

DNA

e

I
~J
&
>
)
Z
=
(e]

=l

_|

-“_>
->
-_>
->
>
->
—>
->
-
->
—>
->
—>
->
—>
Sliding activity

Figura 21: El maximo efecto de freno sobre ISW1la depende de cémo el tracto se oriente
respecto al nucleosoma. A) Representacion esqueméatica del eje de simetria doble del
nucleosoma. El octamero de histonas esta coloreado para representar la simetria existente. Se
muestra cémo un tracto poli T al extremo 3’ del nucleosoma en la hebra “sentido”, es
equivalente a un tracto poli A por el extremo 5 del nucleosoma en la hebra “antisentido”
(considerando la nomenclatura explicada en la seccién 4.1.2). B) Representacion esquematica
de las sondas usadas en este andlisis. El octamero de histonas es representado como un 6valo
transparente, la linea gris representa el ADN nucleosomal, la linea negra representa el ADN
linker (70 pb) y las flechas azules muestran la direccién de movimiento del octdmero de
histonas en presencia de ISW1la. Los tractos poli A se representan por lineas verdes, mientras

que los tractos poli T se representan con lineas rojas. Todas las sondas poseen un tamafio de
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217 pb y poseen tractos de 15 pb. C) Ensayo de remodelacion nucleosomal para observar
coémo la orientacion de los tractos poli (dA:dT) respecto del nucleosoma influye sobre la
actividad remodeladora de ISW1la. Las sondas usadas se indican en la parte superior de la
figura. La imagen es representativa del ensayo realizado al menos tres veces. La migracion de
los diferentes estados del mononucleosoma se muestra a la derecha de la figura. D) El gréafico
corresponde a la cuantificacién de la actividad de sliding bajo cada condicion. Las barras de
error representan una desviacion estandar. Los asteriscos denotan diferencias significativas
(****p<0.0001, ***p<0.001, **p<0.01, *p<0.05; n = 3) calculados mediante test ANOVA y

comparacion multiple Tukey’s.

En primer lugar, podemos observar que la sonda que tiene el ADN linker
por el extremo 5’ presenta un grado de remodelacién menor que el de la sonda
con el ADN linker por el extremo 3’ (comparar carril 2 con 8, Figura 21C). Este
fenbmeno es normal al usar la secuencia 601, ya que se ha descrito que la
remodelacion estd mas favorecida hacia un extremo de ésta (Winger y
Bowman, 2017). Es ademas otro motivo para realizar el andlisis reciproco, para
descartar que los efectos de los tracts encontrados al estar corriente abajo del
core nucleosomal no estaban influenciados por la secuencia 601 en si. Al
realizar los experimentos con ISW1la, se demuestra que el efecto de freno
provocado por los tractos poli (dA:dT) se mantiene al estar el linker por el
extremo 5 del nucleosoma (comparar carril 8 con 10 y 12, Figura 21C).
Ademas, la sonda que presenta un mayor efecto de freno por el extremo 5’ es

70(A15)-Nuc (comparar carril 10 y 12, Figura 21C), la cual segun lo observado
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en la Figura 21A, es equivalente a la sonda Nuc-(T15)70, que presenta un
mayor freno por el extremo 3’ del nucleosoma. En la Figura 21D se puede
observar las cuantificaciones de las sondas utilizadas.

En el caso de RSC, podemos observar el mismo patron encontrado para
ISW1a, solo que en este caso es estimulacion de la actividad de sliding al estar
presente los tractos poli (dA:dT). Por lo tanto, el mayor efecto de estimulacién
sobre RSC se da con las sondas Nuc-(T15)70 (ADN linker por el lado 3’ del

core) y 70(A15)-Nuc (ADN linker por el lado 5’ del core) (Figuras 22B y C).
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Figura 22: El méaximo efecto de estimulacion sobre RSC depende de cémo el tracto se
oriente respecto al nucleosoma. A) Representacion esquematica de las sondas usadas en
este analisis. El octAmero de histonas es representado como un évalo transparente, la linea gris
representa el ADN nucleosomal, la linea negra representa el ADN linker (70 pb) y las flechas
azules muestran la direccion de movimiento del octdmero de histonas descrito en este tipo de
sondas para RSC. Los tractos poli A se representan por lineas verdes, mientras que los tractos
poli T se representan con lineas rojas. Todas las sondas poseen un tamafio de 217 pb y poseen
tractos de 15 pb. B) Ensayo de remodelacion nucleosomal para observar cémo la orientacion de
los tractos poli (dA:dT) respecto el nucleosoma influye sobre la actividad remodeladora de RSC.
La imagen es representativa del ensayo realizado al menos tres veces. La migracion de los
diferentes estados del mononucleosoma se muestra a la derecha de la figura. C) El gréafico

corresponde a la cuantificacién de la actividad de sliding bajo cada condicion. Las barras de
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error representan una desviacién estandar. Los asteriscos denotan diferencias significativas
(****p<0.0001, ***p<0.001, **p<0.01, *p<0.05; n = 3) calculados mediante test ANOVA y

comparacion multiple Tukey’s.

4.1.8 Efecto de la distancia entre los tractos poli (dA:dT) v el nucleosoma, sobre

la actividad remodeladora de ISWlay RSC

En todos los experimentos anteriores los tractos poli (dA:dT) estaban
adyacentes al core nucleosomal, lo cual no necesariamente representa todos
los casos encontrados en un contexto in vivo. Por esta razén quisimos observar
si el efecto de los tractos poli (dA:dT) de frenar la actividad de ISWla y
estimular la de RSC, se ve afectada al aumentar la distancia (en términos de
extension de ADN) entre estas secuencias y la regién del core nucleosomal.
Hay que considerar que, debido a la naturaleza de los complejos, la interaccién
de estos con el ADN linker se dan a diferentes distancias del borde del core
nucleosomal y conducen a movimientos en direcciones contrarias (Figuras 15A
y 16A). En el caso de ISW1a, la interaccion ocurre mas fuertemente con el ADN
linker entrante a una distancia de entre 5 a 20 pb del borde del core
nucleosomal (Gangaraju y Bartholomew, 2007), por lo que, la direccion del
movimiento sera hacia el tracto poli (dA:dT) (Figura 15A). En el caso de RSC, la
interaccion es con el ADN linker saliente a una distancia de entre 20 a 40 pb del

borde del core nucleosomal (Wagner y col., 2020), por lo que en nuestro caso al
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tener ADN linker por solo un lado del nucleosoma, el movimiento sera en
direccion contraria al tracto poli (dA:dT) (Figura 16A). Por lo tanto, la
informacion obtenida de estos resultados sera relevante para entender el
mecanismo de accion de estas secuencias.

En este experimento disefiamos sondas alterando la distancia entre los
tractos poli (dA:dT) y el core nucleosomal, las distancias usadas fueron 0, 19 y
40 pb. Para todos los casos usamos la orientacion poli T en hebra superior para
presencia de linker corriente abajo del core, ya que es la orientacion que mostré
un mayor efecto sobre ambos complejos. El tamafio de los tractos es de 15 pb y
las sondas poseen un tamafio de 217 pb (Figura 23A). Se puede observar para
el caso de ISWla, que el efecto de freno que los tractos poli (dA:dT) tienen
sobre la actividad de sliding se pierde al alejar estas secuencias del core
nucleosomal (comparar carril 3 con 7 y 9, Figura 23B; Figura 23C). Cabe
consignar para ISW1a, que el octdimero de histonas se tiene que movilizar
alrededor de 35 pb para que el mononucleosoma quede en una posicién
central. Por lo tanto, en la sonda Nuc-40(T15)70 el tracto nunca va a ser parte
del ADN nucleosomal y en la sonda Nuc-19(T15)70 el tracto apenas va a entrar
a ser parte del ADN nucleosomal, llegando aproximadamente hasta la posicion
SHL6 (ver Figura 2B para revisién de las posiciones dentro del nucleosoma).
Para el caso de la sonda Nuc-(T15)70, el tracto poli (dA:dT) podria llegar
aproximadamente hasta SHL4. Ademas, y contrario a lo observado en

resultados anteriores, en la sonda Nuc-40(T15)70 existe una pequefia
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estimulaciéon de la actividad de sliding (Figura 23C) y en la sonda Nuc-
19(T15)70 se observa mas marcada la aparicion de una poblacion de transicion

entre la poblacion lateral y central (ver carril 7, Figura 23B).
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Figura 23: El efecto observado sobre ISW1la depende de la distancia entre los tractos poli
(dA:dT) y el nucleosoma. A) Representacion esquematica de las sondas usadas en este
andlisis. El octamero de histonas es representado como un 6valo transparente, la linea gris

representa el ADN nucleosomal y la linea negra representa el ADN linker (70 pb). Los tractos
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poli T se representan por lineas rojas. La flecha azul representa el movimiento del octamero de
histonas mediada por la accién de ISW1la. Todas las sondas poseen un tamafio de 217 pb y
poseen tractos de 15 pb. Las distancias usadas fueron 0, 19 y 40 pb. B) Ensayo de
remodelacion nucleosomal para observar el efecto de la distancia entre los tractos poli (dA:dT) y
el core nucleosomal sobre la actividad remodeladora de ISW1a. Las sondas usadas se indican
en la parte superior de la figura. La flecha indica la aparicion de una poblacién semi-central. La
imagen es representativa del ensayo realizado al menos tres veces. La migracion de los
diferentes estados del mononucleosoma se muestra a la derecha de la figura. C) El grafico
corresponde a la cuantificacién de la actividad de sliding bajo cada condicion. Las barras de
error representan una desviacion estandar. Los asteriscos denotan diferencias significativas
(****p<0.0001, ***p<0.001, **p<0.01, *p<0.05; n = 3) calculados mediante test ANOVA y

comparacién multiple Tukey’s.

En el caso de RSC se observé un resultado interesante, ya que la
estimulacién de la actividad de sliding se mantuvo incluso con el tracto poli T a
40 pb de distancia del core nucleosomal (comparar carril 3 con 5, 7 y 9, Figura
24B; Figura 24C), aunque a esta distancia ya se comienza a observar una
disminucién en la estimulacion, en comparacién a distancias mas cercanas
(comparar carril 9 con 5y 7, Figura 24B; Figura 24C). Hay que considerar que
en estos casos, por accion de RSC, el octamero de histonas se estaria alejando
de los tractos poli (dA:dT), ya que estos se encuentran en el lado del Unico
linker que poseen estas sondas (Figura 24A). Entre las distancias de 0 pb y 19

pb no existen diferencias (comparar carril 5y 7, Figura 24B; Figura 24C).
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Figura 24: El efecto observado sobre RSC se mantiene al aumentar la distancia entre los

tractos poli (dA:dT) y el nucleosoma. A) Representacién esquemética de las sondas usadas

en este andlisis. El octdmero de histonas es representado como un 6valo transparente, la linea

gris representa el ADN nucleosomal y la linea negra representa el ADN linker (70 pb). Los

tractos poli T se representan por lineas rojas. La flecha azul representa el movimiento del

octamero de histonas mediada por la accion de RSC. Todas las sondas poseen un tamafio de

217 pb y poseen tractos de 15 pb. Las distancias usadas fueron 0, 19 y 40 pb. B) Ensayo de
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remodelacion nucleosomal para observar el efecto de la distancia entre los tractos poli (dA:dT) y
el nucleosoma sobre la actividad remodeladora de RSC. La imagen es representativa del
ensayo realizado al menos tres veces. La migracion de los diferentes estados del
mononucleosoma se muestra a la derecha de la figura. C) El grafico corresponde a la
cuantificacion de la actividad de sliding bajo cada condicion. Las barras de error representan
una desviacién estandar. Los asteriscos denotan diferencias significativas (****p<0.0001,
***n<0.001, **p<0.01, *p<0.05; n = 3) calculados mediante test ANOVA y comparacion multiple

Tukey’s.

419 Efecto de los tractos poli (dA:dT) al estar presentes en la direccion

contraria al movimiento del nucleosoma llevado a cabo por ISW1a

Para entender el mecanismo detras del efecto que los tractos poli (dA:dT)
tienen sobre la remodelacion llevada a cabo por ISW1la, decidimos forzar
nuestro modelo para que el complejo tenga que remodelar en la direccion
contraria a los tractos poli (dA:dT). Para poder llevar a cabo este enfoque,
tuvimos que diseflar nuevas sondas mononucleosomales, en la cual el
octamero de histonas esta posicionado en una locacién semi-central (Figura
25A), recordando que ISW1la siempre mueve el nucleosoma a una posicion
central (Figura 15A), lo que esta dado por su interaccion muy dinamica con el
nucleosoma, que involucra union preferencial con el ADN linker de extension
mayor (Gangaraju y Bartholomew, 2007). Para ello, fue necesario aumentar el

tamafo de las sondas de ADN para tener espacio suficiente para colocar el
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tracto poli (dA:dT) en el ADN linker contrario al movimiento, es por ello que las
sondas tienen un tamafo de 247 pb y poseen 30 pb de ADN linker por un
extremo y 70 pb por el otro extremo (Figura 25A). Realizamos los experimentos
considerando las dos posibilidades de extensién del ADN linker, colocando los
30 pb al extremo 5’ 0 al 3’ del nucleosoma.

Al llevar a cabo los experimentos con ISW1a, pudimos observar que en
estas situaciones los tractos poli (dA:dT) no bloquean la actividad de sliding del
complejo, incluso se da una leve estimulacion, tanto para las sondas de
distribucion 30-Nuc-70 (comparar carril 2 y 4, Figura 25B; Figura 25C) como 70-
Nuc-30 (comparar carril 2 con 4 y 6, Figura 25D; Figura 25E). Resultados
contrarios a los obtenidos anteriormente, en donde los tractos poli (dA:dT) se
encontraban en la zona de interaccion del complejo con el ADN linker y, por
ende, en direcciébn al movimiento del octamero (Figura 15). Ademas, en la
distribucion 70-Nuc-30 en donde probamos ambas orientaciones de tractos poli
(dA:dT), se puede observar una muy leve diferencia entre ambas orientaciones,
en donde la sonda 70-Nuc-(T15)30 estimularia la remodelacion levemente en

mayor grado (Figura 25E).
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Figura 25: Los tractos poli (dA:dT) no bloquean, e incluso estimulan, la actividad de
sliding de ISW1la cuando se encuentran en el sentido contrario al movimiento del
nucleosoma. A) Representacién esqueméatica de las sondas usadas en este analisis. El
octamero de histonas es representado como un évalo transparente, la linea gris representa el
ADN nucleosomal y la linea negra representa el ADN linker (70 pb o 30 pb). Los tractos poli
(dA:dT) se representan por lineas verdes (poli A) o rojas (poli T). Las flechas azules representan
el movimiento del octdmero de histonas mediada por la accion de ISW1la, ya sea en la
distribuciéon 30-Nuc-70 o 70-Nuc-30. Todas las sondas poseen un tamafio de 247 pb y poseen
tractos de 15 pb. B y D) Ensayos de remodelacion nucleosomal para observar el efecto que

tienen los tractos poli (dA:dT) al estar en la ubicacién contraria al movimiento llevado a cabo por
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la accion de ISW1a. Las sondas usadas se indican en la parte superior de la figura. La imagen
es representativa del ensayo realizado al menos tres veces. La migracién de los diferentes
estados del mononucleosoma se muestra a la derecha de la figura. C y E) Los gréficos
corresponden a la cuantificacion de la actividad de sliding bajo cada condicién. Las barras de
error representan una desviacion estandar. Los asteriscos denotan diferencias significativas
(****p<0.0001, ***p<0.001, **p<0.01, *p<0.05; n = 3) calculados mediante test ANOVA y

comparacién multiple Tukey’s.

4.1.10 Determinacién de la influencia de los tractos poli (dA:dT) sobre la

actividad de RSC en un modelo de mononucleosomas centrales

De la misma manera que se realiz6 para ISW1la, para comprender el
mecanismo detras del efecto de los tractos (poli dA:dT) sobre la actividad del
complejo RSC, decidimos cambiar el modelo mononucleosomal usado. Para
ello disefiamos una sonda mononucleosomal central de 217 pb, ésea que
posee la misma extension de ADN linker por ambos (35 pb de ADN linker a
cada extremo del core nucleosomal) (Figura 26A). Esto nos permite corroborar
si el efecto de estimulacion de la actividad de sliding de RSC observado en los
experimentos anteriores (Figura 16), se sigue manteniendo en este nuevo
modelo de mononucleosoma central.

En primer lugar, hay que tener en cuenta que para estos experimentos el
resultado de la remodelacion se observa en la aparicion de las bandas de
mayor migracion, las cuales corresponden a mononucleosomas laterales y mas
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laterales (Rem), debido a que el mononucleosoma central tiene una menor
migracion (ver carril 7, Figura 26B). Como podemos observar al realizar el
experimento bajo estas nuevas condiciones, los tractos poli (dA:dT) siguen
estimulando la actividad de sliding de RSC (comparar carril 3 con 5y 7, Figura
26B; Figura 26C). Ademas, podemos observar el mismo efecto encontrado
anteriormente (Figura 16), en donde la orientacion de los tractos influye sobre la
actividad de este complejo, en este caso la sonda 35-Nuc-(T15)-35 genera una
mayor estimulacion que la sonda 35-Nuc-(A15)-35 (comparar carril 5y 7, Figura

26B; Figura 26C).
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Figura 26: Los tractos poli (dA:dT) estimulan la actividad de sliding de RSC en un modelo
de mononucleosoma central. A) Representacién esquematica de las sondas usadas en este
analisis. El octamero de histonas es representado como un 6valo transparente, la linea gris
representa el ADN nucleosomal y las lineas negras representan el ADN linker (35 pb a cada
extremo). Los tractos poli A se representan por lineas verdes, mientras que los tractos poli T se
representan con lineas rojas. Todas las sondas poseen un tamafio de 217 pb y poseen tractos
de 15 pb. B) Ensayo de remodelacidon nucleosomal para observar el efecto de los tractos poli
(dA:dT) sobre la actividad remodeladora de RSC, en un modelo de mononucleosoma central. La
imagen es representativa del ensayo realizado al menos tres veces. La migracion de los
diferentes estados del mononucleosoma se muestra a la derecha de la figura. C) El gréfico
corresponde a la cuantificacion de la actividad de sliding bajo cada condicion. Las barras de

error representan una desviacion estandar. Los asteriscos denotan diferencias significativas
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(****p<0.0001, ***p<0.001, **p<0.01, *p<0.05; n = 3) calculados mediante test ANOVA y

comparacion multiple Tukey’s.

Con estos resultados corroboramos el efecto de estimulacion que los
tractos poli (dA:dT) ejercen sobre la actividad de sliding de RSC; sin embargo,
con el uso de estas sondas mononucleosomales centrales surge la
incertidumbre de la direccion en que el complejo RSC mueve el octamero de
histonas. Para el caso de las sondas mononucleosomales laterales usadas en
los experimentos anteriores, teniamos certeza del movimiento del octdmero de
histonas (Figura 16A), debido a los andlisis estructurales de RSC unido al
nucleosoma que muestran que este interacciona con el ADN linker saliente
(Wagner y col., 2020; Ye y col., 2019); por lo tanto, en esos experimentos el
complejo se encontraba condicionado a interaccionar con el Unico ADN linker
existente en esas sondas. Por el contrario, en el caso de los experimentos con
mononucleosomas centrales, el complejo puede seleccionar a que ADN linker
unirse, imposibilitandonos conocer la direccion de movimiento del octamero de
histonas. De esta manera, es necesario conocer si los tractos poli (dA:dT)
influyen en la seleccion realizada por RSC, y por ende, en la direccion en que
se mueve el octamero de histonas.

Para resolver este cuestionamiento nos propusimos a usar sondas
mononucleosomales centrales con tractos poli (dA:dT) al extremo 3’ o al

extremo 5’ del nucleosoma (Figura 27A) y usamos enzimas de restriccion con
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sitios de corte dentro del ADN nucleosomal para mapear la posicion del
octamero de histonas antes y después de la accion de RSC (Figura 27B). Si el
movimiento es hacia el extremo 3’ deberiamos observar corte con la enzima
Pmll, mientras que si el movimiento es hacia el extremo 5’ deberiamos observar
corte con la enzima Mfel (Figura 27B). En primer lugar, al realizar el
experimento en las sondas con tractos poli (dA:dT) por el extremo 3’ del core
nucleosomal (Figuras 27C y D), podemos notar que el patrén de corte es similar
en ambas sondas. Ademas, ambas enzimas son capaces de cortar el ADN
desnudo, lo que se aprecia con la aparicion de las bandas de mayor migraciéon
(comparar carril 1 con 2 y 3, Figura 27C; comparar carril 1, con 2 y 3, Figura
27D). En segundo lugar, podemos notar que las enzimas no son capaces de
cortar el ADN nucleosomal (comparar carril 4 con 5y 6, Figura 27C; comparar
carril 4, con 5y 6, Figura 27D). Por ultimo, el resultado de corte luego de la
remodelacion de RSC nos muestra que la direccion principal del movimiento del
octamero de histonas en estas sondas es hacia el extremo 5, lo que se
evidencia al existir corte con la enzima Mfel y no con Pmll (comparar carril 7
con 8 y 9, Figura 27C; comparar carril 7, con 8 y 9, Figura 27D). De esta
manera, en estas sondas el complejo RSC aleja el octamero de histonas de los
tractos poli (dA:dT) independiente de la orientacion de estas.

Al usar las sondas con tractos poli (dA:dT) por el extremo 5 del
nucleosoma, observamos un patrén de corte contrario a los ya obtenidos con

estas secuencias por el extremo 3’. Con estas sondas podemos observar que el
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corte principal ocurre con la enzima Pmll (comparar carril 7 con 8 y 9, Figura
27E; comparar carril 7, con 8 y 9, Figura 27F) lo que indica que el movimiento
del octamero de histonas es en la direccién 3'. Por lo tanto, al igual que con las
sondas anteriores, el complejo RSC aleja el octamero de histonas de los tractos

poli (dA:dT) independientemente de la orientacion de estas.
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Figura 27: Los tractos poli (dA:dT) direccionan la remodelacibn de RSC. A)
Representacion esquematica de las sondas usadas en este analisis. El octamero de histonas es
representado como un Ovalo transparente, la linea gris representa el ADN nucleosomal y las
lineas negras representan el ADN linker (35 pb a cada extremo). Los tractos poli A se
representan por lineas verdes, mientras que los tractos poli T se representan con lineas rojas.
Todas las sondas poseen un tamafio de 217 pb y poseen tractos de 15 pb. B) Representacion
esquematica de los sitios de cortes presentes en el ADN nucleosomal que fueron usados en
este analisis. Los sitios de corte para Pmll y Mfel se muestran en rojo cuando se encuentran
inaccesibles y en negro cuando se encuentran accesibles. Las flechas azules indican los
posibles movimientos del octamero de histonas luego de la remodelacion mediada por RSC. C-
F) Ensayos de mapeo nucleosomal con enzimas de restriccion para observar como influyen los
tractos poli (dA:dT) sobre la direccion de remodelacién llevada a cabo por RSC. Los carriles 1, 2
y 3 de cada experimento, corresponden a la sonda en forma de ADN desnudo. Las sondas
usadas se indican en la parte superior de la figura. La imagen es representativa del ensayo
realizado al menos tres veces. La migracion de los diferentes estados del mononucleosoma se

muestra a la derecha de cada figura.

Al observar los resultados del movimiento del octamero de histonas
ejercido por RSC en presencia de los tractos poli (dA:dT), nos propusimos a
corroborar que en las sondas mononucleosomales laterales el octamero de
histonas se mueve en la direccibn que determinamos en base los resultados
estructurales (Wagner y col., 2020; Ye y col., 2019), y no fueron alterados por la
presencia de los tractos poli (dA:dT). Para ello realizamos el mismo tipo de

analisis usando enzimas de restriccion. El mapa con las enzimas usadas se
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muestra en la Figura 28B y las flechas azules indican los posibles movimientos
del octamero de histonas. En primer lugar, corroboramos que bajo nuestras
condiciones las enzimas son capaces de cortar las sondas a la forma de ADN,
al ver la desaparicion o el cambio de migracion de las bandas (comparar carril 1
con 2y 3, Figura 28C; comparar carril 1 con 2 y 3, Figura 28D). Luego segun lo
esperado, el nucleosoma sin remodelar es cortado por la enzima Xhol, pero no
por Pmll (comparar carril 4 con 5y 6, Figura 28C; comparar carril 4 con 5y 6,
Figura 28D). Por ultimo, al observar los cortes en el nucleosoma remodelado,
podemos notar que la Unica enzima que realiza el corte es Xhol, confirmado
que la direccién de movimiento es la que esperabamos al tener ADN linker por
un solo extremo del core nucleosomal (comparar carril 7 con 8 y 9, Figura 28C;

comparar carril 7 con 8y 9, Figura 28D).
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Figura 28: Mapeo del movimiento del nucleosoma en sondas Nuc-70 mediado por RSC.

A) Representacion esquematica de las sondas usadas en este andlisis. El octdmero de histonas

es representado como un évalo transparente, la linea gris representa el ADN nucleosomal y la

linea negra representa el ADN linker (70 pb). Los tractos poli A se representan por lineas

verdes, mientras que los tractos poli T se representan con lineas rojas. Todas las sondas

poseen un tamafio de 217 pb y poseen tractos de 15 pb. B) Representacion esquematica de los

sitios de cortes presentes en el ADN nucleosomal que fueron usados en este analisis. Los sitios

de corte para Pmll y Xhol se muestran en rojo cuando se encuentran inaccesibles y en negro

cuando se encuentran accesibles. Las flechas azules indican los posibles movimientos del



octamero de histonas luego de la remodelacion mediada por RSC. C y D) Ensayos de mapeo
nucleosomal con enzimas de restriccion para observar como influyen los tractos poli (dA:dT)
sobre la direccion de remodelacion llevada a cabo por RSC. Los carriles 1, 2 y 3 de cada
experimento, corresponden a la sonda en forma de ADN desnudo. Las sondas usadas se
indican en la parte superior de la figura. La imagen es representativa del ensayo realizado al
menos tres veces. La migracién de los diferentes estados del mononucleosoma se muestra a la

derecha de cada figura.

Debido a que nuestros resultados mostraron que RSC aleja el octamero
de histonas de los tractos poli (dA:dT), nos propusimos a forzar el modelo para
averiguar como afectan estas secuencias al ser ingresadas al ADN
nucleosomal. Hay que recordar que en las sondas mononucleosomales
anteriores el complejo RSC siempre alejaba el nucleosoma de los tractos poli
(dA:dT) (Figuras 27 y 28). Para poder lograr que el complejo mueva el
nucleosoma en direccibn a los tractos poli (dA:dT), disefiamos
mononucleosomas centrales con tractos poli (dA:dT) a ambos extremos del
nucleosoma, por lo que independiente de la direccion en que el complejo RSC
mueva el nucleosoma, se encontrard en el camino con un tracto poli (dA:dT).
Para el disefio de las sondas nos guiamos por el maximo efecto observado en
resultados anteriores (Figura 21), poli T por el extremo 3’ y poli A por el extremo
5’ del nucleosoma. Para la sonda con tractos por ambos lados usamos una

combinacion de las dos anteriores (Figura 29A).
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Al llevar a cabo los experimentos, nos pudimos percatar que existe
estimulacién de la actividad de sliding de RSC en todas las sondas con tractos
poli (dA:dT), incluso en la sonda que posee estas secuencias a ambos lados
(comparar carril 3 con 5, 7y 9, Figura 29B; Figura 29C). Esto nos demostré que
la estimulacion se puede llevar a cabo incluso si los tractos poli (dA:dT) se
encuentran en la direccién del movimiento del nucleosoma. Sin embargo, un
hecho curioso es que en la sonda 35(A15)-Nuc-(T15)35 no se observa la
poblacién “Rem”, la cual corresponde a una poblacion mas lateral (ver carril 9,

Figura 29B).
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Figura 29: Los tractos poli (dA:dT) estimulan la actividad de sliding de RSC incluso al
estar en direccién al movimiento del octamero de histonas. A) Representacion esquematica
de las sondas usadas en este andlisis. El octamero de histonas es representado como un 6valo
transparente, la linea gris representa el ADN nucleosomal y las lineas negras representan el
ADN linker (35 pb a cada extremo). Los tractos poli A se representan por lineas verdes,
mientras que los tractos poli T se representan con lineas rojas. Todas las sondas poseen un
tamafio de 217 pb y poseen tractos de 15 pb. B) Ensayo de remodelacién nucleosomal para
observar el efecto de los tractos poli (dA:dT) sobre la actividad remodeladora de RSC, en un
modelo de mononucleosoma central. La imagen es representativa del ensayo realizado al
menos tres veces. La migracion de los diferentes estados del mononucleosoma se muestra a la

derecha de la figura. C) El gréfico corresponde a la cuantificacion de la actividad de sliding bajo
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cada condicién. Las barras de error representan una desviacion estandar. Los asteriscos
denotan diferencias significativas (****p<0.0001, ***p<0.001, **p<0.01, *p<0.05; n = 3)

calculados mediante test ANOVA y comparacion multiple Tukey’s.

Considerando los resultados obtenidos en la Figura 29, nos
cuestionamos dos situaciones: 1) Si el hecho de que la sonda tenga dos tractos
poli (dA:dT) permite que exista una estimulacibn mayor que al solo tener un
tracto poli (dA:dT). 2) La ausencia de la poblacion “Rem” en la sonda 35(A15)-
Nuc-(T15)35 se debe a que aun le falta tiempo de remodelacion para llegar a
esa poblacion, considerando que en la sonda control apenas se logra notar esta
poblacién (ver carril 3, Figura 29B). Para resolver ambos cuestionamientos nos
propusimos a realizar ensayos de time course usando diferentes tiempos de
remodelacion: 15, 30 y 45 minutos (Figuras 30A y B), para observar las
diferencias entre poseer uno o dos tractos poli (dA:dT); y tiempos de : 30, 60 y
90 minutos (Figura 30C), para observar si aparece la poblacion “Rem” a
tiempos mayores. En estos experimentos se confirma que la sonda que posee
dos tractos poli (dA:dT) remodela mas que las sondas que poseen solo un
tracto (Figuras 30). Al comparar la sonda 35(Al15)-Nuc-35 con la sonda
35(A15)-Nuc-(T15)35, podemos ver que en cada tiempo la sonda con dos
tractos poli (dA:dT) posee mayor remodelacion que la sonda con un solo tracto
(comparar los tiempos de las Figuras 30A y B), lo mismo se puede observar en

la Figura 30C al centrarnos en el tiempo de 30 minutos. Por otro lado, podemos
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observar que en la sonda 35(A15)-Nuc-(T15)35 nunca se logra apreciar la
banda “Rem”, incluso a los 90 minutos de remodelacién (ver carril 16, Figura

30C), lo que si ocurre con el resto de las sondas estudiadas.
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estimulacion en la actividad de RSC. A) Ensayo de progresion de remodelacion nucleosomal
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en el tiempo (time course) para observar si la mayor presencia de tractos poli (dA:dT) tienen un
efecto mayor sobre la actividad de RSC en un modelo de mononucleosoma central. Las sondas
usadas se indican en la parte superior de la figura y se muestran en la Figura 29A. La imagen
es representativa del ensayo realizado al menos tres veces. La migracion de los diferentes
estados del mononucleosoma se muestra a la derecha de la figura. B) El grafico corresponde a
la cuantificacién de la actividad de sliding bajo cada condicién. Las barras de error representan
una desviacién estandar. Los asteriscos denotan diferencias significativas (****p<0.0001,
***n<0.001, **p<0.01, *p<0.05; n = 3) calculados mediante test ANOVA y comparacion multiple
Tukey’s. C) Ensayo de progresién de remodelacion nucleosomal en el tiempo (time course) para
observar si a tiempos largos de remodelacién existe la aparicion de la banda “Rem” en un
modelo de mononucleosoma central. Las sondas usadas se indican en la parte superior de la
figura y se muestran en la Figura 29A. La imagen es representativa del ensayo realizado al
menos tres veces. La migracién de los diferentes estados del mononucleosoma se muestra a la

derecha de la figura.

A continuacién, nos comenzamos a preguntar por qué la sonda 35(A15)-
Nuc-(T15)35 no presentd la poblacion “Rem” en ninguna condicién. Una
posibilidad es que el movimiento del nucleosoma se bloquee cuando el tracto
poli (dA:dT) llegue a una cierta posicion dentro del ADN nucleosomal, donde la
orientaciobn de estas secuencias podria influir. Cabe recordar que la
translocaciéon de los complejos remodeladores se lleva a cabo por una hebra del
ADN, de manera unidireccional y en direccion 3’-5’ (Auger y col., 2008; Clapier,
2021; Clapier y col., 2017; Nguyen y col., 2013), por lo tanto, la orientacién de

los tractos poli (dA:dT) podria influir durante el mecanismo de translocacion del
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complejo. Anteriormente, observamos que la orientacion de los tractos influyen
en la actividad de sliding de RSC (Figuras 16 y 26); sin embargo, en todos los
casos anteriores los tractos poli (dA:dT) se alejaban del nucleosoma (Figuras 27
y 28). Para comprender el efecto de la orientacién de los tractos poli (dA:dT) al
ingresar a ser parte del ADN nucleosomal, decidimos realizar experimentos
usando los mononucleosomas con tractos por ambos lados, pero cambiando la
orientacion de estas secuencias (Figura 31A).

Para estos experimentos usamos una sonda lateral Nuc-70 (Figura 31A)
como control de migracién (carril 2, Figura 31B). De los resultados obtenidos
podemos observar que con ambas orientaciones se obtiene mayor
remodelacion que con la sonda control (comparar carril 4 con 6 y 8, Figura 31B;
Figura 31C); sin embargo, se observa una mayor estimulacion en la sonda
35(A15)-Nuc-(T15)35 que en la sonda 35(T15)-Nuc-(A15)35 (comparar carril 6 y
8, Figura 31B; Figura 31C). Ademas, si nos centramos en la banda “Rem”,
podemos notar que en la sonda 35(T15)-Nuc-(A15)35 aparece levemente una
sefal (carril 8, Figura 31B); por el contrario, en la sonda 35(A15)-Nuc-(T15)35

esta banda no aparece (carril 6, Figura 31B).
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Figura 31: La remodelacién de sliding de RSC puede ser bloqueada por una de las dos
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Representaciones esquematicas de las sondas usadas en estos andlisis. El octamero de

histonas es representado como un o6valo transparente, la linea gris representa el ADN
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nucleosomal y las lineas negras representan el ADN linker, 35 pb a cada extremo para el caso
de (A) y 70 pb a cada extremo para el caso de (D). Los tractos poli A se representan por lineas
verdes, mientras que los tractos poli T se representan con lineas rojas. Todas las sondas
poseen un tamafio de 217 pb para el caso de (A) y 287 pb para el caso de (D). Los tractos poli
(dA:dT) poseen un tamafio de 15 pb. B y E) Ensayos de remodelacién nucleosomal para
observar como influye la orientacion de los tractos poli (dA:dT) sobre la actividad de RSC en un
modelo de mononucleosoma central. Las sondas usadas se indican en la parte superior de
cada figura. La imagen es representativa del ensayo realizado al menos tres veces. La
migracién de los diferentes estados del mononucleosoma se muestra a la derecha de la figura.
C) El grafico corresponde a la cuantificacion de la actividad de sliding bajo cada condicion
llevado a cabo en (B). Las barras de error representan una desviacion estandar. Los asteriscos
denotan diferencias significativas (****p<0.0001, ***p<0.001, **p<0.01, *p<0.05; n = 3)

calculados mediante test ANOVA y comparacion multiple Tukey’s.

Considerando el resultado obtenido en la Figura 31B, donde se observd
gue la orientacion de los tractos poli (dA:dT) condiciond la aparicion de la banda
“Rem”, nos propusimos realizar un experimento para confirmar el fenbmeno de
gue una orientacion del tracto poli (dA:dT) bloquea la remodelacion de sliding
de RSC en alguna posicion del ADN nucleosomal. Hay que considerar en los
ensayos anteriores, que al usar las sondas 35-Nuc-35 el complejo RSC tiene
gue mover el octdmero de histona 35 pb para dejarlo en una posicién lateral,
por lo que el tracto poli (dA:dT) llegarA hasta la posicion SHL4
aproximadamente; luego el complejo seguira moviendo el octdmero de histonas

para dejarlo en la posicion “Rem”, lo cual no ocurre con la sonda 35(A15)-Nuc-
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(T15)35 (carril 9, Figura 29B; carril 9, Figura 30A; carril 16, Figura 30C; carril 6,
Figura 31B). Para tener mayor claridad de que existe un blogueo en la
remodelacion de sliding de RSC, disefiamos sondas mononucleosomales
centrales con el ADN linker mas largo (70 pb de ADN linker a cada extremo)
(Figura 31D), con el objetivo de que el tracto poli (dA:dT) tenga que llegar hasta
aproximadamente SHLO en la conformacion de mononucleosoma lateral. Si
existe un bloqueo de la remodelacion de RSC, no deberiamos observar la
poblacién de mononucleosoma lateral. Ademas, agregamos un control para
saber la migracion de una sonda mononucleosomal lateral de este tamafio
(Nuc-140). En primer lugar, hay que notar que en la sonda Nuc-140 se
observan dos bandas nucleosomales (carril 2, Figura 31E), la de mayor
migracion indica la posicion lateral, mientras que la de menor migracion indica
una posicion semi-central. En segundo lugar, al comparar las sondas con
tractos poli (dA:dT) a ambos lados, pero en diferentes orientaciones, podemos
notar que en la sonda 70(A15)-Nuc-(T15)70 el octamero de histonas no logra
qguedar en una poblacion lateral (carril 4, Figura 31E); sin embargo, con la
orientacion 70(T15)-Nuc-(A15)70 si se logra observar la poblacion lateral (carril
6, Figura 31E). De esta manera, confirmamos que existe un bloqueo de la
actividad de sliding de RSC que depende de la orientacién de como los tractos

poli (dA:dT) ingresan a ser parte del ADN nucleosomal.
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4.1.11 Efecto de los tractos poli (dA:dT) sobre la unién de los complejos ISW1la

y RSC

Una vez demostrado que los tractos poli (dA:dT) ejercen un efecto sobre
la actividad de los complejos remodeladores de cromatina dependientes de
ATP, quisimos ahondar en una parte del mecanismo que no habiamos
abordado con los experimentos anteriores, que es si estas secuencias pueden
afectar la unién de estos complejos. Para ello realizamos ensayos de union al
nucleosoma usando las sondas Nuc-70 de los primeros experimentos (Figura
15B). Cabe destacar que los complejos remodeladores de cromatina
dependientes de ATP no poseen sitios de unién consenso al ADN (Clapier y
Cairns, 2009; Clapier y col., 2017), con excepcion del complejo RSC, para el
cual se ha descrito que la subunidad Rsc3/30 puede reconocer una secuencia
especifica de union al ADN (Badis y col., 2008). Sin embargo, en ningun caso
los tractos poli (dA:dT) se han descrito como secuencias de unién especificas
para complejos remodeladores.

Los experimentos se llevaron a cabo como se indica en la seccion 3.9.2,
y las sondas usadas fueron las siguientes: Nuc-70, Nuc-(A15)70 y Nuc-(T15)70
(Figura 15B). Las uniones de los complejos se realizaron usando una mayor
concentracion de ambos complejos y en presencia de ATP o Adenosine 5'-O-(3-
thiotriphosphate) (ATPgammas, sustrato no hidrolizable), para observar si el

efecto de los tractos poli (dA:dT) es Unicamente sobre la union inicial, previa a
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la ocurrencia de ciclos de hidrolisis de ATP, o también sobre la interaccion del
del complejo con el nucleosoma durante la remodelacion. Al realizar los
experimentos con ISW1a (Figura 32A) podemos observar la ausencia de union
al usar ATPgammaS como sustrato (carriles 2, 5 y 8, Figura 32A); por el
contrario, al usar ATP como sustrato podemos observar las bandas que
corresponde a la union del complejo (carriles 3, 6 y 9, Figura 32A). En primera
instancia se puede observar que los tractos poli (dA:dT) no afectan la union de
ISW1a, aunque se puede advertir una pequefia disminucién en la sonda Nuc-
(T15)70 (comparar carril 9 con 6 y 3, Figura 32A). Sin embargo, la naturaleza de
estos experimentos impide realizar una cuantificacion certera de las uniones,

por lo que el resultado es meramente cualitativo.
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Figura 32: Efecto de tractos poli (dA:dT) sobre la unién de RSC y ISW1la al nucleosoma.
Las sondas usadas se indican en la parte superior de cada figura y corresponden a las
esquematizadas en la Figura 15B. Los experimentos se realizaron en presencia de 2 mM de
ATP o ATPgammas. La migracién de los diferentes estados se muestra a la derecha de cada
figura. Las imagenes son representativas de cada ensayo realizado al menos tres veces. A)
Imagen representativa de ensayo de retardamiento en gel para observar el efecto de tractos poli
(dA:dT) en la unién de ISW1la. B) Imagen representativa de ensayo de retardamiento en gel
para observar el efecto de tractos poli (dA:dT) en la unién de RSC. y: ATPgammaS. C) El

grafico corresponde a la cuantificacion de la union de RSC en presencia de ATP. Las barras de
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error representan una desviacién estandar. Los asteriscos denotan diferencias significativas
(****p<0.0001, ***p<0.001, **p<0.01, *p<0.05; n = 3) calculados mediante test ANOVA y

comparacion multiple Tukey’s.

Para el caso de RSC se advierte una union mas fuerte del complejo y se
puede observar que los tractos poli (dA:dT) aumentan la unién de este en
presencia de ATPgammasS (comparar carril 2 con 5y 8, Figura 32B). Por otro
lado, podemos observar un incremento de la unién en todas las sondas al usar
ATP como sustrato, lo que realza las diferencias en la union de RSC al estar
presentes los tractos poli (dA:dT) (comparar carril 3 con 6 y 9, Figura 32B).
Estos resultados se confirmaron al realizar la cuantificacién de los grados de
unién de RSC en presencia de ATP (Figura 32C). Curiosamente, encontramos
gue existe una mayor unién de RSC a la sonda Nuc-(A15)70 en comparacion a
la sonda Nuc-(T15)70 (Figura 32C).

Interesantemente, en la union de RSC a la sonda Nuc-(A15)70 en
presencia de ATP se observa un incremento en la cantidad de ADN desnudo
(comparar carril 6 con 4 y 5, Figura 32B). Por otro lado, debido a que los tractos
poli (dA:dT) incrementaron la uniébn de RSC mas fuertemente durante el
proceso de remodelacion (en presencia de ATP), surgi6 la pregunta de si este
incremento se da solo en el contexto del nucleosoma. Para ello, realizamos el
mismo experimento, solo que las sondas se usaron a la forma de ADN

desnudo. Como se puede observar en la Figura 33, las sondas de ADN que
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poseen tractos poli (dA:dT) poseen una mayor union de RSC, confirmando de
esta manera que los tractos poli (dA:dT) estimulan la union de RSC. Si bien se
puede observar una cierta tendencia a mayor union en presencia de ATP, la
diferencia entre ausencia y presencia de ATP es mucho mayor en las sondas
nucleosomales. Adicionalmente, en las sondas de ADN desnudo no hay
diferencia de grado de union de RSC entre las dos orientaciones de tracto de

poli (dA:dT).

Nuc-70 Nuc-(A15)70 Nuc-(T15)70
£ 7 - = K - + + RSC
* ) £ + + Y + + Y - ATP

! Y L B Rsepna

Figura 33: Los tractos poli (dA:dT) incrementan la unién de RSC al ADN. Ensayo de
retardamiento en gel para observar el efecto de tractos poli (dA:dT) en la unién de RSC al ADN.

Las sondas usadas se indican en la parte superior de la figura y corresponden a las sondas
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mostradas en la Figura 15B, pero a la forma de ADN desnudo. Los experimentos se realizaron
en presencia de 2 mM de ATP o ATPgammasS. La imagen es representativa del ensayo
realizado al menos tres veces. La migracion de los diferentes estados se muestra a la derecha

de la figura. y: ATPgammas.

4.1.12 Efecto de los tractos poli (dA:dT) sobre la actividad de eviction de RSC

Debido a que en el ensayo de union de RSC al nucleosoma observamos
aparicion de ADN desnudo en la sonda poli A (comparar carril 6 con 4 y 5,
Figura 32B), decidimos realizar ensayos de remodelacién (ver seccion 3.9.3)
usando concentraciones mas altas de RSC. Al realizar estos nuevos
experimentos podemos observar la aparicion ADN desnudo con todas las
sondas (Figura 34A), que es uno de los resultados de remodelacion
caracterizados para RSC y que refleja desensamble del nucleosoma. Destaca
en los resultados de este andlisis que, al realizar la cuantificacion de la actividad
de eviction, pudimos notar que con la sonda Nuc-(A15)70 (poli A) existe una
mayor aparicion de ADN desnudo en relacion con las otras sondas, reflejando
una estimulacion de la actividad de eviction de RSC dada por el tracto en esta

orientacion (Figura 34B).
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Figura 34: Los tractos poli (dA:dT), en una orientacion, estimulan la actividad de eviction
de RSC. A) Ensayo de remodelacion nucleosomal para observar la influencia de los tractos poli
(dA:dT) sobre la actividad de eviction de RSC. Las sondas usadas se indican en la parte
superior de la figura y corresponden a las mostradas en la Figura 15B. La imagen es
representativa del ensayo realizado al menos tres veces. La migracion de los diferentes estados
del mononucleosoma se muestra a la derecha de la figura. B) El grafico corresponde a la
cuantificacion de la actividad de eviction bajo cada condicién. Las barras de error representan
una desviacién estandar. Los asteriscos denotan diferencias significativas (****p<0.0001,
***n<0.001, **p<0.01, *p<0.05; n = 3) calculados mediante test ANOVA y comparacion multiple

Tukey’s.

4.1.13 Influencia de los tractos poli (dA:dT) en una posicion interna del ADN

nucleosomal, sobre la actividad de ISW1lay RSC
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Una vez obtenidos los resultados que muestran que los tractos poli
(dA:dT) pueden influir en la union de los complejos ISW1la y RSC (Figura 32),
nos preguntamos si todos los efectos observados anteriormente se deben a que
estas secuencias se encontraban presentes en el ADN linker de nuestras
sondas. Cabe destacar que los complejos remodeladores de cromatina
dependientes de ATP pueden poseer tanto subunidades que interaccionan con
el nucleosoma como con el ADN extranucleosomal (Clapier, 2021; Clapier y
col., 2017; Reyes y col., 2021; Wagner y col., 2020; Yan y col., 2019; Ye y col.,
2019); por lo tanto, saber si el efecto de estas secuencias se hace presente
cuando se encuentran localizadas en el ADN linker o en el ADN nucleosomal,
nos ayudard a inferir sobre cuales subunidades de los complejos se estan
generando los efectos. Para abordar esta interrogante disefiamos sondas
mononucleosomales laterales con los tractos poli (dA:dT) en la localizacién
SHL5 y usamos 80 pb de ADN linker (Figura 35A). El objetivo de usar un linker
mas largo, fue dado para que durante la accion de ISW1a el tracto poli (dA:dT)
se tope con la posicion SHL2 antes de llegar a la posicion central, ya que para
el complejo Chd1 se ha observado que la cercania a esta posicion influye en la
actividad del complejo (Winger y Bowman, 2017).

Al realizar los experimentos con ISW1a pudimos notar que no existe un
freno evidente en la actividad de sliding, lo cual pudimos notar mas claramente
al realizar la cuantificacion (comparar carril 2 con 4 y 6, Figura 35B; Figura

35C); sin embargo, la presencia de los tractos poli (dA:dT) induce la aparicién
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de una poblaciéon que apenas se observa en el control y que indicamos con una
flecha (carril 4 y 6, Figura 35B). La aparicion de esta banda muestra que existe
un freno en algun punto de la remodelacion de ISW1a, la cual no se representa
en la cuantificacion al no considerar las diferentes poblaciones individualmente,
sino que son consideradas todas juntas como movimiento por sliding del
complejo. Una situacion similar ocurrié al observar el efecto de los tractos poli

(dA:dT) a una distancia de 19 pb (ver carril 7, Figura 23B; Figura 23C).
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Figura 35: Los tractos poli (dA:dT) en posicion SHL5 afectan la actividad remodeladora
de ISW1la y RSC. A) Representacion esquematica de las sondas usadas en este andlisis. El
octamero de histonas es representado como un évalo transparente, la linea gris representa el
ADN nucleosomal y las lineas negras representan el ADN linker (80 pb). Los tractos poli A se
representan por lineas verdes, mientras que los tractos poli T se representan con lineas rojas.
Todas las sondas poseen un tamafio de 227 pb y poseen tractos de 15 pb en la posicién SHL5.
B y D) Ensayos de remodelacién nucleosomal para observar cdmo influyen la orientacion de los
tractos poli (dA:dT) en una posicion interna del nucleosoma sobre la actividad de RSC. Las
sondas usadas se indican en la parte superior de cada figura. La imagen es representativa del
ensayo realizado al menos tres veces. La migracion de los diferentes estados del
mononucleosoma se muestra a la derecha de cada figura. La flecha en B representa una
poblacién semi-central. C y E) Los graficos corresponden a la cuantificacion de la actividad de
sliding bajo cada condicion. Las barras de error representan una desviacién estandar. Los
asteriscos denotan diferencias significativas (****p<0.0001, ***p<0.001, **p<0.01, *p<0.05, n.s:

no significativo; n = 3) calculados mediante test ANOVA y comparacion multiple Tukey’s.

Al realizar los experimentos con RSC, se puede notar que a simple vista
no existen diferencias entre las sondas usadas (Figura 35D); sin embargo, al
cuantificar la actividad de sliding observamos que existe una estimulacion al
estar presente los tractos poli (dA:dT) (Figura 35E). La diferencia entre lo
observado en el gel y en la cuantificacion se debe a que existe una disminucion
en la sefal total del mononucleosoma, que se aprecia al observar la cantidad de
sefial perdida en la zona de siembra y a lo largo del carril, en las sondas con

tractos poli (dA:dT) (ver carril 5y 7, Figura 35D); sin embargo, la relacién entre
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la banda remodelada por sliding y la banda de nucleosoma sin remodelar,
acusa gue existe una estimulacién. Este resultado es consistente con lo descrito
previamente sobre el efecto estimulatorio de tractos poli (dA:dT) sobre la
actividad de RSC (Lorch y col., 2014). De todas formas, el efecto estimulatorio
es menor al encontrado con sondas que poseen los tractos en ADN linker (ver,
por ejemplo, Figuras 16 y 26). Ademas, no se observan diferencias entre las
dos distintas orientaciones de estas secuencias (comparar carril 5y 7, Figura

35D; Figura 35E).

4.1.14 Determinacion de la influencia de los tractos poli (dA:dT) sobre

ySWI/SNF en un modelo de mononucleosomas centrales

Una vez obtenidos los resultados con ISW1la y RSC, decidimos confirmar
el efecto observado sobre ySWI/SNF (Figura 17). Para ello usamos los
mononucleosomas centrales usados para los experimentos con RSC (Figura
29A), pero solo comparamos la sonda sin tractos poli (dA:dT) con la sonda con
tractos por ambos lados del nucleosoma (Figura 36A), ya que habiamos
observado para RSC que la sonda con dos tractos estimula mas la
remodelacion de sliding que la sonda con un solo tracto (Figura 30). Esto nos
permitia observar un efecto méas claro sobre ySWI/SNF y confirmar los
resultados previos obtenidos con este complejo (Figura 17). Ademas, debido a

gue YSWI/SNF es un complejo de la misma subfamilia que RSC (Clapier y

135



Cairns, 2009; Clapier y col., 2017), esperabamos resultados similares a los
encontrados para RSC. Al realizar el experimento notamos que existe una
estimulacién de la actividad de sliding de ySWI/SNF al estar presentes los
tractos poli (dA:dT) a ambos lados del nucleosoma (comparar carril 3 con 5,

Figura 36B; Figura 36C).
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Figura 36: Los tractos poli (dA:dT) estimulan la actividad de sliding de ySWI/SNF en un
modelo de mononucleosoma central. A) Representacion esquematica de las sondas usadas
en este andlisis. El octdmero de histonas es representado como un 6valo transparente, la linea
gris representa el ADN nucleosomal y las lineas negras representan el ADN linker (35 pb a cada
extremo). Los tractos poli A se representan por lineas verdes, mientras que los tractos poli T se

representan con lineas rojas. Todas las sondas poseen un tamafio de 217 pb y poseen tractos
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de 15 pb. B) Ensayo de remodelacidon nucleosomal para observar el efecto de los tractos poli
(dA:dT) sobre la actividad remodeladora de ySWI/SNF en un modelo de mononucleosoma
central. Las sondas usadas se indican en la parte superior de la figura. La imagen es
representativa del ensayo realizado al menos tres veces. La migracion de los diferentes estados
del mononucleosoma se muestra a la derecha de la figura. C) El gréfico corresponde a la
cuantificacion de la actividad de sliding bajo cada condicién. Las barras de error representan
una desviacién estandar. Los asteriscos denotan diferencias significativas (****p<0.0001,
***n<0.001, **p<0.01, *p<0.05; n = 3) calculados mediante test ANOVA y comparaciéon multiple

Tukey’s.

4.1.15 Influencia de una secuencia posicionadora en la actividad remodeladora

de ISWlay RSC

Debido a que hemos observado que los tractos poli (dA:dT) tienen un
efecto sobre la actividad de complejos remodeladores de cromatina
dependientes de ATP, nos propusimos analizar si otra secuencia de ADN puede
tener un efecto sobre los complejos ISWl1la y RSC. Tenemos que considerar
que los tractos poli (dA:dT) son considerados como secuencias rigidas y
excluyentes de nucleosomas (Nelson y col., 1987; Segal y Widom, 2009; Struhl
y Segal, 2013; Suter y col., 2000), por lo tanto, nos propusimos probar un caso
opuesto, es decir, una secuencia que fuera considerada posicionadora de
nucleosomas. El objetivo de este experimento fue dilucidar si el efecto

observado de los tractos poli (dA:dT) sobre los complejos se debe a sus
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propiedades como secuencia excluyente de nucleosomas o por algun tipo de
reconocimiento que los complejos realizan sobre estas secuencias. Para el
caso de una secuencia que sea posicionadora de nucleosomas, esperabamos
un efecto contrario al de los tractos poli (dA:dT), de surtir estos tractos su efecto
en base a su rigidez. De manera mas general, este analisis también permitia
revisar si cualquier cambio de secuencia cerca del core nucleosomal podia
surtir un efecto sobre la actividad de los complejos.

Para este experimento usamos una secuencia artificial (CTAGGCAGCC)
gque ha sido probada como posicionadora de nucleosomas anteriormente
(Takasuka y Stein, 2010). Esta secuencia fue insertada en el extremo 3’ de la
secuencia 601 (Figura 37A), siguiendo la teoria de que el ADN nucleosomal
prefiere tener dinucleétidos mas flexibles (ej: TA) en el surco menor y con una
periodicidad de 10 pb (Jiang y Pugh, 2009; Lowary y Widom, 1998; Salih y col.,
2015; Segal y col., 2006; Struhl y Segal, 2013; Takasuka y Stein, 2010). De esta
manera, el dinucledtido TA presente en la secuencia insertada se encuentra a
59 pb de distancia del primer dinucleétido TA presente a la derecha del dyad en
la secuencia 601.

Los ensayos de remodelacion con esta sonda mostraron que esta
secuencia no ejerce efectos sobre ISW1a (comparar carril 3 con 6 Figura 37B;
Figura 37C) y tampoco sobre RSC (comparar carril 4 con 7 Figura 37B; Figura
37D), indicando que no cualquier cambio de secuencia lleva a una variacién en

los grados de actividad de estos complejos.
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Figura 37: La secuencia posicionadora 59(TA) no tiene efecto en la actividad
remodeladora de ISW1a y RSC. A) Representacion esquematica de las sondas usadas en
este andlisis. El octdmero de histonas es representado como un 6valo transparente, la linea gris
representa el ADN nucleosomal y la linea negra representa el ADN linker (70 pb). La secuencia
posicionadora se representa por una linea celeste y tiene un tamafo de 10 pb. 601 pos. region:
Secuencia posicionadora de nucleosomas 601 (147 pb). B) Ensayo de remodelacion
nucleosomal para observar el efecto de una secuencia posicionadora sobre la actividad

remodeladora de ISW1ay RSC. Las sondas usadas se indican en la parte superior de la figura.

139



La imagen es representativa del ensayo realizado al menos tres veces. La migracion de los
diferentes estados del mononucleosoma se muestra a la derecha de la figura. C y D) Los
gréaficos corresponden a la cuantificacion de la actividad de sliding bajo cada condicién para
ISW1a (C) o RSC (D). Las barras de error representan una desviacién estandar (n = 3). Las

letras “n.s” significa que no hay diferencias significativas calculados mediante test t Student.

4.2 Determinar el efecto conjunto de los tractos poli (dA:dT) y un factor de
transcripcion sobre la actividad de complejos remodeladores de

cromatina dependientes de ATP

4.2.1 Purificacion de factores a usar en estos andlisis: Gal4-DBD vy Gal4-Vpl6

Como se mencion6 anteriormente, en el NDR existen sitios de unién para
diferentes proteinas, las cuales pueden llegar a influir en el “paisaje
nucleosomal” (Hota y Bartholomew, 2011; Mahony y Pugh, 2015; Pugh, 2010;
Sirinakis y col.,, 2011). De este modo, nos propusimos analizar cémo la
presencia fisica de una proteina unida a una sonda mononucleosomal que
posee tractos poli (dA:dT), puede influir en la actividad de complejos
remodeladores de cromatina dependientes de ATP. Para ello usamos el
dominio de union del factor de transcripcion Gal4 (Gal4-DBD) y un factor de
transcripcion quimérico que posee el dominio de union de Gal4 y el dominio de

transactivacion del factor VP16 (Gal4-VP16). Ambas proteinas han sido usadas
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ampliamente en nuestro laboratorio (Gutierrez y col., 2007; Hepp y col., 2017).
La purificacion se llevé a cabo como se explica en la seccion 3.2. La Figura 38
corresponde a una tincion con azul de Coomassie para observar el estado de
las proteinas purificadas. Las concentraciones obtenidas para ambas fueron

Optimas para realizar los experimentos siguientes.
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Figura 38: Purificacién de Gal4-DBD y Gal4-VP16. Analisis SDS-PAGE, con gel al 12%
tefiido con azul de Coomassie en donde se muestra la purificacion de Gal4-DBD y Gal4-VP16.

MW: Marcador de tamafios moleculares (Molecular Weight).

Antes de realizar los experimentos de remodelacion, para ambas
proteinas se realizaron ensayos de unién a las sondas que se ocuparon
posteriormente. Las sondas usadas para estos experimentos fueron: Nuc-70,
Nuc-(A15)70 y Nuc-(T15)70 (Figura 39A). Cabe recordar que todas estas

sondas poseen el sitio de unidn a Gal4 a 22 pb de distancia del nucleosoma. En
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estos experimentos se busco un alto porcentaje de union por parte de ambas
proteinas (95-100%), lo que es necesario para los posteriores ensayos de
remodelacion. Esto se logré con las concentraciones que normalmente se
manejaban en el laboratorio: 25 nM para Gal4-DBD y 15 nM para Gal4-VP16
(Figura 39B). Ademas, este ensayo permitia descartar que los tractos poli

(dA:dT) tengan un efecto en la union de ambas proteinas.

A - - - % - - % - . 4 Gad-VPI6(15nM)
601 pos. region - - 4+ - - 4+ - - + -  Gal4-DBD (25 nM)
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Figura 39: Uni6én de Gal4-DBD y Gal4-VP16 a sondas mononucleosomales con tractos

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

poli (dA:dT). A) Representacion esquematica de las sondas usadas en este analisis. El
octamero de histonas es representado como un évalo transparente, la linea gris representa el
ADN nucleosomal y la linea negra representa el ADN linker (70 pb). Los tractos poli (dA:dT) se
representan por lineas verdes (poli A) o rojas (poli T) y poseen un tamafio de 15 pb. La
secuencia de union a Gal4 se representa con un rectangulo blanco. 601 pos. region: Secuencia
posicionadora de nucleosomas 601 (147 pb). B) Ensayo de retardo en gel para observar la
uniéon de Gal4-DBD y Gal4-VP16 a sondas con tractos poli (dA:dT). Las concentraciones
usadas fueron de 15 nM y 25 nM para Gal4-VP16 y Gal4.DBD, respectivamente. Las sondas
usadas se indican en la parte superior de la figura. La imagen es representativa del ensayo
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realizado al menos tres veces. La migracion de los diferentes estados del mononucleosoma se

muestra a la derecha de la figura.

4.2.2 Efecto de Gal4-DBD v tractos poli (dA:dT) sobre la actividad remodeladora

de ISWla

Para observar como la presencia fisica de una proteina unida al ADN en
conjunto con la presencia de tractos poli(dA:dT) puede - en comparacién con
ambos elementos por separado - actuar sobre la actividad de sliding de ISW1a,
decidimos usar las sondas mostradas en la Figura 39A y el dominio de union al
ADN del factor de transcripcion Gal4 (Gal4-DBD). Decidimos usar este factor,
debido a que anteriormente se observdé que este es capaz de bloquear la
actividad remodeladora de ISW1a, funcionando como una barrera (Li y col.,
2015), efecto que es similar al que observamos por parte de los tractos poli
(dA:dT) en nuestros resultados anteriores para estas sondas (ver seccion
4.1.3). De esta manera procedimos a realizar los experimentos como se explica
en la seccion 3.9.4. Las sondas usadas se muestran en la Figura 39A y los
resultados se pueden observar en la Figura 40. El carril 1 de la Figura 40A, es
una reaccion en donde no se agrego la mezcla removedora y es usada como
control de unién de Gal4-DBD en el experimento. Este control solo se realizé
con la sonda Nuc-70, ya que en la Figura 39B se muestra que la union es

similar en todas las sondas. Al observar el resto del experimento, nos damos
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cuenta de que el resultado coincide con lo mostrado anteriormente (Li y col.,
2015), en donde Gal4-DBD es capaz de bloquear la actividad de sliding de
ISW1a (comparar carriles 3 y 4, Figura 40A; Figura 40B). Adicionalmente, este
resultado nos muestra que el bloqueo que realiza Gal4-DBD es mayor al
realizado por los tractos poli (dA:dT) (comparar carril 4 con 6 y 9, Figura 40A;
Figura 40B). Ademas, al comparar la accién conjunta de Gal4-DBD con los
tractos poli (dA:dT), podemos observar que el bloqueo de la actividad de sliding
mediada por Gal4-DBD no se ve afectada por la presencia de estas secuencias
(comparar carril 4 con 7 y 10, Figura 40A; Figura 40B).

Cabe consignar que en este experimento la remocion de la unién de
Gal4-DBD no fue completamente eficiente, debido a que alin podemos observar
una banda remanente que corresponde a la union de este factor (observar
carriles 4, 7 y 10, Figura 40A). Este hecho no afecta el resultado final, ya que la
sonda que queda unida a Gal4-DBD después de la remocion corresponde a
sonda donde ISW1la no pudo remodelar. Esto considerando que el sitio de
unién para Gal4-DBD queda bloqueado por el octamero de histonas una vez
gue este se mueve a la posicidon central. Por lo tanto, no puede existir la

condicién de mononucleosoma central con Gal4-DBD unido.
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Figura 40: La presencia de Gal4-DBD bloquea la actividad remodeladora de ISW1la en
mayor grado que los tractos poli (dA:dT). A) Ensayo de remodelacion nucleosomal para
observar como Gal4-DBD en conjunto con los tractos poli (dA:dT) pueden afectar la actividad
remodeladora de ISW1a. Las sondas usadas se indican en la parte superior de la figura y se
esquematizan en la Figura 39A. La concentracion de Gal4-DBD usada fue de 25 nM. La imagen
es representativa del ensayo realizado al menos tres veces. La migracion de los diferentes
estados del mononucleosoma se muestra a la derecha de la figura. B) El grafico corresponde a
la cuantificacién de la actividad de sliding bajo cada condicién. Las barras de error representan
una desviacién estandar. Los asteriscos denotan diferencias significativas (****p<0.0001,
***pn<0.001, **p<0.01, *p<0.05; n = 3) calculados mediante test ANOVA y comparaciéon multiple

Tukey’s.

4.2.3 Efecto conjunto de Gal4-VP16 vy tractos poli (dA:dT) sobre la actividad

remodeladora de RSC
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Al igual como se realiz6 para ISW1a, se procedié a realizar el mismo
experimento con RSC y usando las mismas sondas (Figura 39A); sin embargo,
en este caso se usO Gal4-VP16 y no Gal4-DBD. Esto se debe a que para el
caso de RSC era mas critico obtener una remocién completa de la union del
factor, lo que pudimos lograr con Gal4-VP16, pero no con Gal4-DBD. Esta
necesidad viene al saber que RSC mueve el nucleosoma en direccion contraria
al sitio de union a Gal4 y los tractos poli (dA:dT) (Figura 16A y Figura 28). Por lo
tanto, el factor puede permanecer unido a la sonda incluso después de la
reaccion de remodelacion.

Al realizar el experimento se observé que en la sonda Nuc-70, Gal4-
VP16 estimula la actividad de sliding de RSC (comparar carril 4 y 5, Figura 41A;
Figura 41B). Interesantemente, esta estimulacion no es mayor a la estimulacion
ejercida por los tractos poli (dA:dT) (comparar carril 5 con 7 y 10, Figura 41A 'y
Figura 41B). Ademas, notamos que existe una accién conjunta entre Gal4-VP16
y los tractos poli (dA:dT), pero no en todos los casos. Si observamos la sonda
Nuc-(T15)70, notamos que la presencia de Gal4-VP16 no afecta la estimulacion
ejercida por el tracto poli T (comparar carril 10 y 11, Figura 41A; Figura 41B).
Sin embargo, para el caso de la sonda Nuc-(A15)70 se observa un pequefo
aumento en la remodelacién de RSC al estar presente Gal4-VP16 (comparar

carril 7y 8, Figura 41A; Figura 41B).
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Figura 41: La presencia de Gal4-VP16 estimula la actividad de sliding de RSC al igual que
los tractos poli (dA:dT). A) Ensayo de remodelacién nucleosomal para observar como Gal4-
VP16 y tractos poli (dA:dT), por separado o en conjunto, pueden afectar la actividad
remodeladora de RSC. Las sondas usadas se indican en la parte superior de la figura y se
muestran en la Figura 39A. La concentracién de Gal4-VP16 usada fue de 15 nM. La imagen es
representativa del ensayo realizado al menos tres veces. La migracion de los diferentes estados
del mononucleosoma se muestra a la derecha de la figura. B) El grafico corresponde a la
cuantificacion de la actividad de sliding bajo cada condicién. Las barras de error representan
una desviacion estandar. Los asteriscos denotan diferencias significativas (****p<0.0001,
***n<0.001, **p<0.01, *p<0.05; n = 3) calculados mediante test ANOVA y comparacion multiple

Tukey’s.
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4.2.4 Efecto conjunto de Gal4-VP16 v tractos poli (dA:dT) sobre la actividad

remodeladora de ySWI/SNF

Para el caso de ySWI/SNF decidimos usar el factor Gal4-VP16 por las
mismas razones dadas para RSC y por antecedentes obtenidos en trabajos
previos, donde se demostré que Gal4-VP16 es capaz de estimular la actividad
de eviction de ySWI/SNF (Gutierrez y col., 2007). Por otro lado, se ha descrito
gue los tractos poli (dA:dT) son capaces de estimular la actividad de eviction de
RSC (Lorch y col., 2014). Por estas razones, decidimos observar si los tractos
poli (dA:dT) pueden afectar la actividad de eviction de ySWI/SNF gatillada por
Gal4-VP16.

Realizamos los experimentos usando las sondas mostradas en la Figura
39A. En primer lugar, confirmamos que Gal4-VP16 estimula la actividad de
eviction del complejo ySWI/SNF, al incrementar la aparicion de ADN desnudo
(comparar carril 3 y 4, Figura 42A). Ademas, podemos notar que este factor es
capaz de estimular la actividad de eviction en las sondas que poseen tractos
poli (dA:dT); sin embargo, no se lograron observar diferencias significativas
entre las sondas estudiadas por efecto de los tractos poli (dA:dT) (comparar

carril 4 con 6y 8, Figura 42A,; Figura 42B).
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Figura 42: La presencia de los tractos poli (dA:dT) no afecta la actividad de eviction de
ySWI/SNF gatillada por Gal4-VP16. A) Ensayo de remodelacién nucleosomal para observar el
efecto de los tractos poli (dA:dT) sobre la actividad de eviction que gatilla Gal4-VP16 sobre
ySWI/SNF. Las sondas usadas se indican en la parte superior de la figura y se muestran en la
Figura 39A. La concentracion de Gal4-VP16 usada fue de 15 nM. La imagen es representativa
del ensayo realizado al menos tres veces. La migracion de los diferentes estados del
mononucleosoma se muestra a la derecha de la figura. B) El grafico corresponde a la
cuantificacion de la actividad de eviction bajo cada condicién. Las barras de error representan
una desviacion estandar. Los asteriscos denotan diferencias significativas (****p<0.0001,
***n<0.001, **p<0.01, *p<0.05, n.s. no significativo; n = 3) calculados mediante test ANOVA y

comparacion mdultiple Tukey’s.
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4.3 Determinar el efecto a nivel de genoma completo de los tractos poli

(dA:dT) sobre ISW1a

Al observar los resultados obtenidos con ISW1a, nos propusimos realizar
un analisis de genoma completo para corroborar el efecto de los tractos poli
(dA:dT) sobre este complejo. Para el caso de RSC no fue necesario realizar el
analisis, ya que se ha demostrado, a nivel de genoma completo, una correlacién
entre la direccion preferencial de remodelacién llevada a cabo por este
complejo y la orientacion de los tractos poli (dA:dT) (Krietenstein y col., 2016).

Para realizar el andlisis, se descargo la data publicada por Krietenstein y
col., 2016, quienes realizaron una reconstitucion nucleosomal del genoma de S.
cerevisiae y luego analizaron la movilizacibn de nucleosomas que generan
distintos complejos purificados, incluido ISW1a. Posteriormente se realizd la
metodologia explicada en la secciéon 3.10 para obtener las posiciones de los
nucleosomas -1y +1 en presencia y ausencia del complejo. De esta manera se
agruparon los genes que sufrieron un movimiento mayor a 20 pb rio arriba o rio
abajo del dyad del nucleosoma -1, y se observo el enriquecimiento de tractos
poli A o poli T de a lo menos 6 nucle6tidos de extension en la hebra “sentido” de
cada grupo de genes, para la regién que abarca la ubicacién del nucleosoma -1
en la condicion previa a la accién del complejo (SGD). Lo mismo se hizo para el

caso del nucleosoma +1.
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Como se muestra en la Figura 43, en el grupo de genes que sufre
movilizacion del nucleosoma -1 rio abajo en presencia de ISW1a (flecha y linea
celeste) hay menor frecuencia de tractos poli A (Figura 43A) y poly T (Figura
43C) en relacion a SGD (todos los genes), precisamente en la zona de ADN
linker que, en la condicion previa a la accion de ISW1l1a (SGD), esta justo rio
abajo del nucleosoma -1. ElI movimiento rio abajo del nucleosoma -1 quiere
decir que el nucleosoma se mueve en direccion al NDR. Por el contrario, en el
grupo de genes donde ISW1la aleja el nucleosoma -1 del NDR (movimiento de
nucleosoma -1 rio arriba, flecha y linea naranja) la frecuencia de tractos poli
(dA:dT) en la misma regién es mayor (Figura 43A y 43C). Con el nucleosoma
+1 ocurre lo mismo, existe un movimiento hacia el NDR (flecha y linea naranja)
correlacionado a una menor frecuencia de tractos poli (dA:dT) (Figura 43B vy
43D) rio arriba de este nucleosoma, mientras que hay mayor frecuencia de
estas secuencias en el grupo de genes en los que ISW1a aleja el nucleosoma

+1 del NDR (flecha y linea celeste) (Figura 43B y 43D).
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Figura 43: A nivel de genoma completo los tractos poli (dA:dT) estan menos presentes en
aquellos promotores donde ISW1a actua cubriendo los NDRs. Gréaficos de frecuencia de
tractos poli (dA:dT) centrados en el dyad del nucleosoma -1y +1, respectivamente. En negro se
muestra el perfil de frecuencia de tractos de todos los genes (SGD), en celeste se muestra el
perfil de los grupos de genes que sufrieron movilizacion de nucleosoma (-1 o +1) al menos 20
pb rio abajo (downstream) por accion de ISW1a y en naranjo se muestra el perfil de los grupos
de genes que se sufrieron movilizacién rio arriba (upstream). A) Frecuencia de poli A alrededor
del dyad del nucleosoma -1. B) Frecuencia de poli A alrededor del dyad del nucleosoma +1. C)

Frecuencia de poli T alrededor del dyad del nucleosoma -1. D) Frecuencia de poli T alrededor

del dyad del nucleosoma +1.
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5. DISCUSION

Durante bastante tiempo los tractos poli (dA:dT) han sido estudiados para
comprender sus propiedades y su impacto en la dinamica de la cromatina. De
esta manera, han aparecido una gran variedad de estudios mostrando sus
propiedades intrinsecas como su posible impacto en procesos activos de
dindmica de cromatina. Esto ha permitido que el rol concebido para estas
secuencias haya ido cambiando a lo largo de los afios, donde dltimamente han
ido tomando una mayor relevancia (Barnes y Korber, 2021; Cairns, 2009;
Clapier, 2021; Field y col., 2008; Hughes y Rando, 2014; Kaplan y col., 2009;
Korber, 2012; Krietenstein y col., 2016; Lieleg y col., 2015; Nelson y col., 1987;
Segal y Widom, 2009; Shrader y Crothers, 1990; Struhl y Segal, 2013; Suter y
col., 2000; Tirosh y Barkai, 2008; Tsankov y col., 2010). Actualmente el estudio
de estas secuencias se ha ligado fuertemente a la actividad de los complejos
remodeladores de cromatina dependientes de ATP, donde se ha observado que
existe una relacion entre ambos (Barnes y Korber, 2021; Krietenstein y col.,
2016; Lorch y col., 2014; Winger y Bowman, 2017). Sin embargo, aln no existe
la suficiente evidencia para determinar como los complejos remodeladores
dependientes de ATP se ven afectados por estas secuencias. Debido a ello en
este trabajo de tesis nos propusimos determinar como los tractos poli (dA:dT)
pueden influir en diferentes propiedades de los complejos remodeladores de

cromatina dependientes de ATP.
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5.11SWla

Uno de los complejos remodeladores de cromatina que abordamos fue
ISW1a, un complejo del tipo “espaciador” (Kubik y col., 2019) y que se ha
encontrado que en varios genes puede actuar como “cubridor” al tratar de cerrar
los NDRs compitiendo con el rol de RSC (Parnell y col., 2015). Al realizar los
primeros experimentos usando las sondas Nuc-70 (Figura 15B), pudimos notar
que los tractos poli (dA:dT) frenan la actividad de sliding del complejo (Figura
15). En esta situacion hay que considerar que el complejo movera el
nucleosoma en direccion a los tractos poli (dA:dT) para llegar a la poblacion
central, dejando el tracto en la locacion SHL4 aproximadamente. Un resultado
similar se encontré para el complejo Chdl, el cual al igual que ISW1a, es
considerado un complejo “espaciador” (Kubik y col., 2019). En este estudio se
observo que los tractos poli (dA:dT) frenan la remodelacién de sliding de Chd1l
a medida que se encuentran mas cerca de la locacibon SHL2 (Winger y
Bowman, 2017), locacion donde se une el motor de la mayoria de los complejos
remodeladores de cromatina dependientes de ATP (Auger y col., 2008; Clapier,
2021; Clapier y col., 2017; Nguyen y col., 2013). Interesantemente, cuando el
tracto se encontraba demasiado cerca de SHL2, el complejo Chdl mostro
remodelacion en la direccion contraria a la ubicacion de los tractos poli (dA:dT)
(Winger y Bowman, 2017). Estos resultados mostrarian que los tractos poli
(dA:dT) afectan a estos complejos a medida que se acercan al motor de estos,

donde ocurre la accion de translocacion que realiza la subunidad catalitica.
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Ademas, afectarian negativamente este proceso. Esta idea se apoya con otro
de nuestros resultados obtenidos. En la Figura 23 mostramos qué ocurre con la
remodelacion catalizada por ISW1a en sondas con tracto poli (dA:dT) a mayor
distancia del core nucleosomal, donde observamos que a 19 pb y 40 pb de
distancia, se pierde el efecto de frenado que ejercen estas secuencias sobre el
complejo. Esto se podria deber a la lejania existente con la locacion SHL2, ya
gue con la distancia de 19 pb el tracto llegaria a la locacion SHL6 tras la accion
de ISW1a, y con la distancia de 40 pb no llegaria a formar parte del ADN
nucleosomal. Sin embargo, podemos notar que en la distancia de 19 pb
aparece una banda de una poblacién semi-central, indicando que existe un
pequefio freno generado posiblemente por el ingreso de esta secuencia al ADN
nucleosomal o acercamiento a este (Figura 23). Este resultado se ve apoyado
por los experimentos con los tractos poli (dA:dT) en la locacion SHL5 (Figura
35B y Figura 35C), donde observamos que la presencia del tracto no tiene
efecto sobre la actividad de sliding, pero solo en presencia de estas secuencias
aparece una poblacion semi-central, indicando el frenado ejercido por los
tractos poli (dA:dT) al acercase a SHL2. Por lo que en su conjunto estos
resultados indicarian que ISW1a podria comportarse, al menos en parte, similar
a Chdil, al estar presentes los tractos poli (dA:dT) en locaciones internas del
nucleosoma. Sin embargo, no podemos descartar que los efectos de bloqueo
observados por parte de los tractos poli (dA:dT) sobre ISW1a, se deban a la

propiedad de estas secuencias de desestabilizar al nucleosoma.
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Un aspecto que no analizo el estudio de Chdl fue el efecto que tienen los
tractos poli (dA:dT) en el ADN linker, ellos solo usaron locaciones internas del
nucleosoma (Winger y Bowman, 2017). Por el contrario, en nuestros analisis
observamos el efecto de estas secuencias en el ADN nucleosomal y en el ADN
linker, lo que nos permitié obtener una mayor cantidad de observaciones para
entender el efecto que ejercen estas secuencias sobre los complejos. De
hecho, este enfoque nos permitié obtener un resultado interesante respecto a lo
gue ocurre con la remodelacion de ISW1a si el tracto poli (dA:dT) se encuentra
en la direccion contraria al movimiento del nucleosoma. Aqui pudimos observar
gue la remodelacién de sliding no se ve bloqueada por los tractos e incluso se
ve estimulada por estas secuencias (Figura 25). Pero ¢cémo los tractos poli
(dA:dT) afectan al complejo para que ocurra esta estimulacion? En esta
situacion los tractos poli (dA:dT) nunca llegan a ser parte del ADN nucleosomal,
por lo que la Unica alternativa es que la interaccién sea con las regiones de
ISW1a que se unen al ADN linker. En la Figura 3A hay un esquema con los
elementos que componen la subunidad catalitica de ISWI, donde se muestran
los l6bulos que generan la translocacion del ADN, el dominio HSS vy las
regiones auto inhibitorias AutoN y NegC (Clapier y col.,, 2017). De estos
elementos los que tienen implicancia directa con la interaccién con el ADN
linker son HSS y NegC, los cuales regulan la actividad del complejo (Clapier,
2021; Reyes y col., 2021). El dominio HSS es el que interacciona con el ADN

linker, funcionando como una “regla molecular” y confiriéndole la capacidad de
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espaciamiento que posee el complejo (Clapier, 2021; Reyes y col.,, 2021,
Yamada y col., 2011). Cuando el complejo no se encuentra unido al
nucleosoma, NegC inhibe un l|6bulo RecA-like impidiendo que ocurra la
translocacion del ADN; la inhibicion se ve interrumpida solo cuando el dominio
HSS se une al ADN linker. Esta regulacion entre NegC y HSS permite generar
el espaciamiento entre nucleosomas, ya que la unibn de HSS se ve
interrumpida cuando se enfrenta al nucleosoma adyacente, por lo que al
soltarse del ADN linker generara que NegC vuelva a inhibir al complejo (Clapier,
2021; Clapier y Cairns, 2012; Reyes y col., 2021; Yan y col., 2016). En la Figura
44A se muestra como AutoN y NegC regulan la accién de ISW1a. Por otro lado,
se ha observado que la subunidad loc3 de ISW1a, puede unirse al ADN linker
interaccionando con HSS, por lo que igual podria estar implicado en la habilidad
de espaciamiento del complejo (Figura 44B) (Bhardwaj y col., 2020; Yamada y
col.,, 2011). Esta informacién junto con los resultados de la Figura 25, nos
permite interpretar que los tractos poli (dA:dT) pueden afectar la interacciéon de
HSS y/o loc3 al ADN linker. Hipotetizamos que los eventos de unién y
reacomodacion de ISW1a al nucleosoma ocurren de manera mas rapida y/o
eficiente por uno de los segmentos de ADN linker del nucleosoma al tener una
secuencia inhibitoria para su actividad en el otro linker. Complementariamente,
los resultados de union de ISWla (Figura 32A) muestran que la union del
complejo disminuye levemente con la orientacion poli T, lo que podria indicar

gue la interaccion de HSS/loc3 al ADN podria disminuir con la presencia de
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estas secuencias. Esto permitiria que in vivo el complejo prefiera unirse al ADN
linker que no posee estas secuencias, remodelando en direccion contraria a
estas. Cabe destacar, que HSS se une al ADN linker que va entrando al
nucleosoma, lo que permite su funcion de “regla molecular” (Clapier, 2021;
Yamaday col., 2011). Ademas, estos resultados se ven apoyados por el estudio
realizado por Krietenstein y col., donde observaron el efecto de complejos
remodeladores de cromatina dependientes de ATP purificados sobre el
posicionamiento nucleosomal. Este grupo observé que ciertos complejos
pueden despejar una region de nucleosomas al estar presente un tracto poli
(dA:dT) (Krietenstein y col., 2016). Interesantemente, exceptuando a RSC e
Ino80, los complejos ISW1la y Chdl son los que mas se ven influenciados por
estas secuencias para despejar la region de nucleosomas (Figura 45). Usando
estos mismos datos obtenidos por el grupo de Krietenstein y col., observamos
gue ISW1a no cierra los NDRs de genes que tienen tractos poli (dA:dT) (Figura
43). Dado esto, seria interesante averiguar el efecto que los tractos poli (dA:dT)
en el ADN linker podrian tener sobre la actividad de Chdl. En conjunto, estos
resultados mostrarian que los tractos poli (dA:dT) ejercen un efecto sobre

ISW1la al estar presentes en el ADN linker.
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Figura 44: Regulacion y acciéon de ISWla. A) Esquema de la subunidad catalitica de
complejos ISWI. Se muestra el dominio translocasa (ATPase), las regiones auto inhibitorias
(AutoN y NegC) y el dominio HSS. Se indican las regiones de interaccién con el ADN
nucleosomal (ATPase) y con el ADN linker (HSS). AutoN tiene una region béasica (R91-R93) que

inhibe la translocacion del ADN cuando el complejo no se encuentra unido al nucleosoma. Al
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momento de unirse al nucleosoma la region basica (R17-R19) de la cola de la histona H4 libera
la inhibicién de AutoN. B) Modelo que representa como loc3 junto con HSS interaccionan con
el ADN linker para funcionar como “regla molecular’ y dejar los nucleosomas espaciados entre
ellos. Fuente: A) Modificado de Yamada y col., (2011) (Yamada y col., 2011) B) Modificado de

Clapier y Cairns, (2012) (Clapier y Cairns, 2012).
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Figura 45: Andlisis de genoma completo para observar el efecto de una secuencia poli T
sobre diferentes complejos remodeladores de cromatina dependientes de ATP. Gréfico
que muestra la ocupancia nucleosomal centrada en tractos poli T presentes en regiones libres
de nucleosomas (NDRs). SGD (Salt Gradient Dialysis) corresponde a la reconstitucion
nucleosomal de genoma completo sin ningin complejo remodelador de cromatina presente. La
accion individual de los diferentes complejos se observa por las diferentes lineas de colores. El

ensanchamiento de la regién libre de nucleosoma se observa al comparar las lineas de colores
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con la linea gris. Los complejos que mas ensanchan el NDR son ISW1l1a y Chdl. Fuente: A)

Modificado de Krietenstein y col., (2016) (Krietenstein y col., 2016).

Otro aspecto importante analizado en este trabajo, fue el efecto de la
orientacion de los tractos poli (dA:dT) sobre la actividad de ISW1la. Como se
menciono6 anteriormente, en mucho promotores de S. cerevisiae los tractos poli
(dA:dT) presentan una simetria, donde poli T se encuentran rio arriba del centro
del NDR vy los tractos poli A se encuentran rio abajo del centro del NDR,
considerando la hebra sentido de los genes (Wu y Li, 2010). Aunque aun no se
ha estudiado el efecto directo de esta distribucion sobre los complejos
remodeladores, hay estudios que hipotetizan que tienen un efecto en el
posicionamiento de los nucleosomas mediados por complejos remodeladores
de cromatina (de Boer y Hughes, 2014; Krietenstein y col., 2016). En nuestro
resultados encontramos mediante varias aproximaciones que la orientacion de
los tractos poli (dA:dT) tiene un efecto diferencial sobre la actividad de ISW1a.
De hecho, es el primer estudio donde se ha observado de manera directa este
fenbmeno, ya que estudios anteriores con RSC y Chdl solo usaron una
orientacién de estas secuencias (Lorch y col., 2014; Winger y Bowman, 2017).
En estos experimentos encontramos que la orientacidn de estas secuencias
podria influir en la unién del complejo, donde la orientacion poli T afectaria en
mayor grado (Figura 32A). En base a esto, hipotetizamos que la orientacién

afecta a los modulos del complejo que interaccionan con el ADN linker,
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HSS/loc3. De hecho, este fendmeno se apoya en los resultados de la Figura 21,
donde se confirma que el efecto sobre ISWla depende de la orientacidon
respecto al nucleosoma. Al realizar estos experimentos sobre
mononucleosomas laterales, el complejo esta obligado a mover el octamero en
solo una direccién, la del lado en donde se encuentra el linker, implicando que
la disposicion espacial del complejo no cambiara al enfrentarse a poli A o poli T,
lo que este pequefio cambio en la orientacion de la secuencia podria afectar al
complejo. Hay que recordar que la direccion de translocacion de los complejos
es de 3’ a 5’ (Auger y col., 2008; Clapier, 2021; Clapier y col., 2017; Nguyen y
col., 2013).

También observamos que el tamafio de estas secuencias importa para
observar el efecto sobre el complejo, donde 5 pb de tamafo parecen ser
insuficientes, pero mayor de 7 pb ya se comienza a observar el efecto de
frenado (Figura 18 y Figura 20B). En estos andlisis, los tractos de distintas
extensiones fueron todos puestos adyacentes al core nucleosomal. Para
secuencias cortas, como 7 pb, seria interesante analizar si hay un punto de
mayor inhibicion en el rango de 0 a 20 pb desde el core, ya que esta region es
la caracterizada como la zona de interaccion de ISWla con ADN linker
(Gangaraju y Bartholomew, 2007). In vivo se ha observado que, a medida que
aumenta el tamafio de estas secuencias, hay un mayor grado de reduccion de
ocupancia de nucleosomas (Segal y Widom, 2009). Sin embargo, es dificil

discriminar en este estudio si el efecto es mediado por la accién de complejos
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remodeladores de cromatina dependientes de ATP o por las propiedades anti-
nucleosomales de estas secuencias, aunque posiblemente sea una
combinacion de ambos efectos.

Los tractos poli (dA:dT) se encuentran usualmente en la regiones
promotoras de genes (Cairns, 2009; Clapier, 2021; Lieleg y col., 2015; Tirosh y
Barkai, 2008),por lo que, afectaran la actividad de ISW1la cuando éste se
encuentre en las cercanias de esta region. Asi mismo, se ha determinado que
ISW1a también esta presente en promotores de genes (Parnell y col., 2015;
Yen y col.,, 2012). Se ha propuesto a este complejo como un “espaciador” que
actua principalmente en el cuerpo de los genes (Kubik y col., 2019; Ocampo y
col., 2016); sin embargo, también se ha propuesto que puede actuar
posicionando al nucleosoma +1 (Krietenstein y col., 2016; Kubik y col., 2019; Li
y col., 2015; Oberbeckmann y col., 2021b; Parnell y col., 2015; Yen y col.,
2012). En estos casos se propone que factores de transcripcion unidos al NDR
actuarian como barreras que ayudarian a posicionar el nucleosoma +1. De
hecho, se ha observado que Rebl y Abfl ejercerian este efecto sobre los
complejos “cubridores” (Krietenstein y col., 2016; Oberbeckmann y col., 2021a,;
Oberbeckmann y col., 2021b). Al parecer el mecanismo estd asociado al
dominio de “regla molecular” que tienen estos complejos, permitiéndoles
determinar la distancia del factor y el nucleosoma remodelado (Oberbeckmann
y col., 2021a). Por otro lado, los complejos que no funcionan de esta manera

podrian retirar al factor durante su remodelacion, como se ha observado para
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ySWI/SNF (Liy col., 2015). En nuestros experimentos comparamos la accion de
Gal4-DBD vy los tractos poli (dA:dT) en su capacidad de frenar la accion de
ISW1a (Figura 40) y confirmamos que un factor puede frenar la actividad de
sliding de ISW1la, como se ha observado anteriormente (Li y col., 2015).
Complementariamente, determinamos que el efecto de frenado mediado por los
tractos poli (dA:dT) es menor al ejercido por Gal4-DBD y no son sumativos. Sin
embargo, estos resultados indicarian que estas secuencias podrian funcionar
como una barrera, por lo tanto, ayudarian a posicionar al nucleosoma +1. Esta
hipétesis es apoyada por los resultados de la Figura 23, donde mostramos que
al estar los tractos poli (dA:dT) a 19 pb de distancia aparece la formacion de
una poblacion semi-central, indicando que el movimiento es frenado por los
tractos en una posicién intermedia. Ademas, en la distancia de 40 pb
observamos que hay una mayor estimulacion de la actividad de sliding. Cabe
recordar que a esta distancia el tracto poli (dA:dT) nunca llegara a ser parte del
ADN nucleosomal. El efecto de estas secuencias en aumentar la poblacion de
nucleosoma en la posicién central al estar a mayor distancia del core podria
estar dado por que los tractos poli (dA:dT), al funcionar como una barrera,
ayudarian al complejo a dejar al nucleosoma mas rapidamente en la posicion
central, al reducir la ocurrencia de eventos en que el complejo se excede en
movilizar el octdmero mas alla de la ubicacion central.

En conjunto, nuestros resultados muestran que estas secuencias tienen

un efecto directo en la remodelacién mediada por ISW1a. De hecho, al insertar
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una secuencia posicionadora de nucleosomas en el mismo sitio donde
insertamos los tractos poli (dA:dT), observamos que no hay diferencias en la
remodelacion de ISW1la (Figura 37), demostrando que el efecto de estas
secuencias no pasan por su capacidad anti-nucleosomal. Por lo tanto,
planteamos un modelo con tres situaciones de como estas secuencias influirian
en la remodelacién catalizada por ISW1la in vivo (Figura 46). 1) En promotores
gue no poseen tractos poli (dA:dT) el complejo ISW1a llegaria a remodelar los
nucleosomas +1/-1 pudiendo unirse a ambos extremos del nucleosoma. En este
caso los nucleosomas adyacentes funcionan como impedimento en la
remodelacion, como se ha observado que funcionan los nucleosomas para los
complejos “espaciadores” (Clapier, 2021; Clapier y Cairns, 2012;
Oberbeckmann y col., 2021b; Yamada y col., 2011). Esto resultaria en que
ISW1a mueva preferentemente los nucleosomas +1/-1 hacia el NDR, debido a
la gran cantidad de ADN linker disponible. Esto provocaria un estrechamiento
de los NDRs, lo cual se ha observado que ocurre in vivo por la accion de este
complejo (Parnell y col., 2015). Esta idea se apoya por los analisis de genoma
completo que realizamos, donde los promotores cuyos nucleosomas -1y +1 se
mueven en direccion al NDR tienen menor frecuencia de tractos poli (dA:dT) en
esta region (Figura 43). 2) En promotores con tractos poli (dA:dT) en el NDR, si
estas secuencias estan lo suficientemente cercas del nucleosoma +1/-1, ISW1la
preferira unirse al extremo del nucleosoma donde no se encuentra el tracto, lo

gue generara que se ensanche el NDR. Hipotetizamos que una vez llegado el
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complejo, la reacomodacion para comenzar a remodelar se ve favorecida en la
direccién contraria a los tractos poli (dA:dT), ya que estas secuencias afectarian
la unién eficiente de HSS/loc3 al ADN linker. Esta hipotesis se apoya por los
experimentos que muestran inhibicion de la actividad de sliding de ISW1a por la
presencia de tractos poli(dA:dT) en el linker sobre el que el complejo debe
unirse, mostrando, ademas, una disminucion de la unién de ISW1a a la sonda
poli T (Figura 32A), y por los experimentos con las sondas semi-centrales que
muestran que la remodelacion de sliding se ve estimulada cuando los tractos
poli (dA:dT) se encuentran en la direccibn contraria al movimiento del
nucleosoma (Figura 25). Ademas, se apoya por estudios de genoma completo
gue muestran un ensanchamiento del NDR mediado por este complejo cuando
hay poli T presente en esta region (Figura 45) (Krietenstein y col., 2016) y por
nuestro analisis de genoma completo que muestra que ISW1la aleja los
nucleosomas del NDR cuando hay mayor frecuencia de tractos poli (dA:dT)
(Figura 43). Esta situacion lleva principalmente a la mantenciéon o leve aumento
del tamafio del NDR y al posicionamiento del nucleosoma +1/-1. 3) En
promotores con tractos poli (dA:dT) en el NDR, si estas secuencias estan a una
distancia que no puede ser reconocida por ISW1a al comenzar a remodelar el
nucleosoma +1/-1, el complejo se podra unir a ambos extremos del nucleosoma
por igual. En esta situacién existird una barrera a un extremo del nucleosoma
remodelado, el cual podria estar dado por un factor de transcripcién (por

ejemplo Rebl (Krietenstein y col., 2016; Oberbeckmann y col., 2021b)) o los
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tractos poli (dA:dT). En ambos casos la “regla molecular” compuesta por
HSS/loc3 se soltara del ADN linker al toparse con la barrera, permitiendo que
NegC inhiba la actividad del complejo (Figura 44A). Para el caso de los factores
de transcripcion, este modelo se apoya en los resultados obtenidos por
nosotros usando Gal4-DBD (Figura 40) y por los resultados obtenidos por otros
investigadores usando Gal4-DBD (Li y col., 2015), Abfl (Krietenstein y col.,
2016) y Rebl (Krietenstein y col., 2016; Oberbeckmann y col., 2021b). Para el
caso de los tractos poli (dA:dT), este modelo se apoya por los experimentos que
muestran que la unién de ISW1a disminuye en presencia de poli T (Figura 32A)
y por los experimentos que muestran que, al estar estas secuencias a 40 pb de
distancia del nucleosoma, este se estabiliza mas rapidamente en su posicion
final (Figura 23). Esta situacion lleva a la mantencién del tamafio del NDR vy al
posicionamiento del nucleosoma +1/-1.

En los modelos anteriormente propuestos, nos apoyamos en que la unién
de ISW1a al nucleosoma disminuye al estar presente un tracto poli (dA:dT). Sin
embargo, no podemos descartar que el efecto de los tractos poli (dA:dT) no

pase por la unién de ISW1a.
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Figura 46: Modelo propuesto para la accion de ISW1a in vivo. Con la recopilacion de los
resultados obtenidos por nosotros y otros autores, proponemaos las siguientes situaciones: 1) En
NDRs sin tractos poli (dA:dT), ISW1a actuaria cerrando el NDR. 2) NDRs con tractos poli
(dA:dT) cercanos a los nucleosomas +1/-1, ISW1a usaria estas secuencias como barreras para
ensanchar levemente el tamafio del NDR y posicionando a los nucleosomas +1/-1. 3) NDRs con
tractos poli (dA:dT) lejanos a los nucleosomas +1/-1, ISW1a no reconoceria estas secuencias
en una primera instancia. Al acercar al nucleosoma al tracto adyacente, estas secuencias
actuarian como barrera, manteniendo el tamafio del NDR y posicionando a los nucleosomas
+1/-1. Un GRF podria actuar de la misma manera que los tractos poli (dA:dT). El octamero de
histonas se representa como un circulo gris, las lineas negras representan el ADN, el complejo
ISW1la se representa en morado, el GRF se representa en color rosado, las flechas negras

indican la union del complejo, las flechas azules indican la direccion y fuerza del movimiento del
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nucleosoma, la flecha amarilla representa el sitio de inicio de la transcripcién, los tractos poli

(dA:dT) se representan con recuadros rojos (poli T) y verdes (poli A).

5.2 RSC

Otro complejo remodelador de cromatina dependiente de ATP abordado
fue RSC, este indiscutiblemente ha sido categorizado como un complejo
“despejador” (Kubik y col., 2019), por lo que intenta abrir los NDRs (Badis y col.,
2008; Challal y col., 2018; Ganguli y col., 2014; Hartley y Madhani, 2009; Klein-
Brill y col., 2019; Krietenstein y col., 2016; Kubik y col., 2019; Kubik y col., 2018;
Parnell y col., 2008; Rawal y col., 2018; van Bakel y col., 2013; Wippo y col.,
2011). De hecho, este complejo ya ha sido asociado con lo tractos poli (dA:dT)
in vivo (Barnes y Korber, 2021; Brahma y Henikoff, 2019) e in vitro (Krietenstein
y col., 2016; Lorch y col., 2014). Al realizar los primeros experimentos usando
las sondas Nuc-70, observamos que los tractos poli (dA:dT) estimulan la
actividad de sliding de RSC (Figura 16), un efecto que también pudimos
observar en las sondas 35-Nuc-35 (Figuras 26, 29, 30 y 31). En estos estudios
también pudimos observar que una orientacion del tracto entrega mayor
estimulacién de la actividad de sliding de este complejo (Figuras 16, 21, 26, 30
y 31). Posteriormente, determinamos que el complejo RSC aleja los
nucleosomas de los tractos poli (dA:dT) (Figuras 27 y 28). Estos resultados son

consistentes con los resultados in vivo, que muestran que RSC es un complejo
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gue abre las regiones libres de nucleosomas (Badis y col., 2008; Challal y col.,
2018; Ganguli y col., 2014; Hartley y Madhani, 2009; Klein-Brill y col., 2019;
Krietenstein y col., 2016; Kubik y col., 2019; Kubik y col., 2018; Parnell y col.,
2008; Rawal y col., 2018; van Bakel y col., 2013; Wippo y col., 2011). Para
comprender el mecanismo detras de nuestros resultados es necesario observar
la estructura del complejo RSC unido al nucleosoma, la que fue determinada
recientemente (Wagner y col., 2020; Ye y col., 2019). Estos estudios
determinaron que el dominio de union al ADN linker de RSC, al que se
denomind DIM (DNA-interaction module), se une al ADN linker que pasara a ser
el ADN saliente del nucleosoma en el proceso de remodelacion (Figura 47).
Este modulo esta conformado principalmente por las subunidades Rsc3/30, las
cuales poseen dominios de unién al ADN denominadas ZnD (Figura 47A). Por
lo tanto, se determin6é que para que RSC abra los NDRs, es necesario que el
dominio DIM se una al ADN linker que pasara a conformar el NDR (Wagner y
col., 2020; Ye y col., 2019) (Figura 48), lugar donde usualmente se encuentran
presentes los tractos poli (dA:dT) (Cairns, 2009; Clapier, 2021; Lieleg y col.,
2015; Tirosh y Barkai, 2008). Esto resulta en que los nucleosomas +1/-1 se
alejen de los tractos poli (dA:dT). Los estudios existentes hasta ahora, sin
embargo, no habian confirmado una unién preferencial del DIM de RSC al ADN
linker que pasara a conformar el NDR gracias a la presencia de los tractos
poli(dA:dT). Nuestros resultados confirman este fenémeno observado in vivo, al

mostrar que la direccion de remodelacion del complejo RSC es siempre en
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direccién contraria a los tractos poli (dA:dT) (Figuras 27 y 28). Este fendbmeno
también es apoyado por nuestros ensayos de union de RSC que muestran que
la unién de este al nucleosoma aumenta al estar presentes los tractos poli
(dA:dT) (Figuras 32B y C). En resumen nuestros resultados de estimulacion de
la actividad de sliding (Figuras 16 y 29), estimulacion de la union (Figuras 32B y
C) y direccion de la remodelacion (Figuras 27 y 28), muestran que la unién del
dominio DIM de RSC al linker que pasara a ser ADN de salida se ve estimulada
por la presencia de los tractos poli (dA:dT), indicando que in vivo el complejo
prefiere unirse al ADN presente en el NDR gracias a la presencia de los tractos

poli (dA:dT) y en consecuencia se alejen los nucleosoma +1/-1 de esta region.
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Figura 47: Estructura de RSC unido al nucleosoma. A) Representacion esquematica de los
mayores elementos estructurales de RSC unido al nucleosoma. EI médulo de unién al ADN
linker de RSC se muestra en morado con las siglas ZnD (DNA-binding Zn-cluster domain), el
cual es parte de las subunidades Rsc3/30. Este médulo se une al ADN linker saliente del
nucleosoma y al ocurrir la translocacién del ADN por los l6bulos del motor, se traduce en el
movimiento del nucleosoma hacia fuera del NDR. B) Densidades estructurales de RSC unido al

nucleosoma. El modulo de unién al ADN linker (DIM) se representa en verde y el dominio
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ATPasa se representa en naranjo. Se muestra que el DIM se puede unir hasta
aproximadamente 40 pb de distancia del nucleosoma por el ADN linker que pasa a conformar el
ADN saliente una vez iniciada la remodelacion. Fuente: A) Modificado de Ye y col., (2019) (Ye y

col., 2019). B) Modificado de Wagner y col., (2020) (Wagner y col., 2020).

L | N
~23 bp ~40-50 bp ~23 bp

NDR formation l

= +1

Figura 48: Modelo hasta ahora concebido para el posicionamiento de RSC en el NDR para alejar los

nucleosomas +1 y -1. Representacion esquematica de RSC unido al nucleosoma +1 y -1. El
dominio de union al ADN linker (DIM) se une al NDR, mientras que el motor y otras subunidades
del complejo se unen al core nucleosomal. RSC es capaz de abrir esta region al unirse
preferentemente al ADN linker presente en el NDR. Hasta ahora, no se habia caracterizado
elementos que favorezcan una unién preferencial del DIM de RSC al linker que pasa a

conformar el NDR. Fuente: Modificado de Wagner y col., (2020) (Wagner y col., 2020).
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Una informacién adicional que entregaron los datos de la estructura de
RSC unido al nucleosoma, fue que el modulo de unién a ADN linker es capaz
de unirse hasta aproximadamente 40 pb de distancia del core nucleosomal
(Figura 47B). Esta caracteristica permitiria explicar como el complejo puede
agrandar en gran medida los NDRs in vivo (Wagner y col., 2020) (Figura 48), lo
gue se confirmaria con resultados que muestran que RSC es el complejo con
mayor efectividad en abrir los NDRs (Krietenstein y col., 2016). En favor a este
modelo, nuestros resultados muestran que la accion de RSC esta influenciada
por la presencia de los tractos poli (dA:dT), donde observamos una estimulacion
de su actividad de sliding incluso en sustratos nucleosomales que tenian los
tractos poli (dA:dT) a 40 pb de distancia del core nucleosomal (Figura 24).
Apoyando la idea de que la estimulacién de la union de RSC (Figuras 32B y C),
y por tanto su actividad (Figura 24), pasa por que el dominio DIM puede
reconocer estas secuencias incluso a 40 pb de distancia del nucleosoma. De
hecho, al colocar los tractos poli (dA:dT) dentro del ADN nucleosomal,
observamos una menor estimulacion de RSC por parte de estas secuencias, en
comparacion a su presencia en ADN linker (Figuras 35D y E). La disminucién
en la estimulacion se deberia a que el dominio DIM no podria reconocer los
tractos poli (dA:dT), por lo que no habria un aumento en la unién del complejo, y
solo una vez remodelado el nucleosoma se podrian exponer estas secuencias

al reconocimiento del dominio DIM.
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En los parrafos anteriores proponemos continuamente que los tractos
poli (dA:dT) ejercen su efecto al ser reconocidos por el dominio DIM de RSC, y
por lo tanto tienen que encontrase en el ADN linker para ser funcionales. Sin
embargo, estas secuencias también tendrian un efecto al estar dentro del ADN
nucleosomal. Esto lo observamos en nuestros experimentos realizados con los
mononucleosomas centrales que presentan tractos poli (dA:dT) por ambos
extremos del nucleosoma (Figuras 29, 30 y 31). En estos experimentos
forzamos a que RSC tenga que mover el octdmero de histonas en direccion a
los tractos poli (dA:dT). Asi nos percatamos que en un punto la remodelaciéon
efectuada por RSC se bloquea, esto al no observar la aparicion de la poblacién
“‘Rem” en estas sondas (ver carril 9 Figura 29B; ver carril 7, 8 y 9 Figura 30A,
ver carril 14, 15 y 16 Figura 30C). Para confirmar esta observacién, realizamos
este mismo experimento usando sondas con ADN linker mas largo y
observamos que el complejo no fue capaz de llevar el nucleosoma a una
posicion lateral (ver carril 4 Figura 31E). Curiosamente, en este mismo
experimentos notamos que el bloqueo que realizan los tractos poli (dA:dT)
dependen de la orientacion de estas secuencias, ya que la orientacion contraria
si es capaz de llevar al nucleosoma a una posicion lateral (ver carril 6 Figura
31E). Al parecer cierta orientacion de los tractos poli (dA:dT) es capaz de
dificultar la translocacion del ADN llevada a cabo en SHL2. Considerando que la
translocacion ocurre de manera unidireccional y en direccién 3’-5’ (Auger y col.,

2008; Clapier, 2021; Clapier y col., 2017; Nguyen y col., 2013), significa que al
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complejo le estaria dificultado translocar por la hebra poli A (Figura 31), lo que
explicaria el estancamiento en las sondas 70(A15)-Nuc-(T15)70 y 35(A15)-Nuc-
(T15)35. De todas formas, cabe consignar que esta dificultad que tendria el
motor de RSC para hacer translocacion por poli A, o que ocurre en una region
interna del nucleosoma (SHL2), no implica un dificultamiento de la accion que
lleva a cabo el complejo, que es de alejar el core nucleosomal del tracto
poli(dA:dT), estando el tracto en cualquiera de sus dos orientaciones.

Un aspecto importante abordado en este trabajo fue como la orientacion
de los tractos poli (dA:dT) pueden influenciar al complejo RSC. Este aspecto no
ha sido abordado directamente (Lorch y col., 2014) y solo se han mostrado
indicios de que el fendmeno existe (Krietenstein y col., 2016). De hecho, hasta
el momento el mecanismo propuesto es de que los tractos poli (dA:dT)
favorecerian la translocacion del complejo RSC cuando este transloca por poli T
(Barnes y Korber, 2021; Krietenstein y col., 2016). Sin embargo, en nuestros
resultados observamos que los tractos poli (dA:dT) pueden surtir un mayor
efecto estimulatorio al estar presentes en el ADN linker que al estar en el ADN
nucleosomal. En el caso del ADN nucleosomal, bajo ciertas condiciones (tract
por ambos lados del core) el efecto incluso puede llegar a ser de bloquear la
translocaciéon del ADN llevado a cabo por RSC. Este efecto estaria mediado por
la orientacién de estas secuencias, ya que el efecto se da cuando el complejo
tiene que translocar por poli A (Figura 31). En cambio, estando en ADN linker

observamos que estas secuencias pueden aumentar la union de RSC (Figuras
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32B y C) y pueden estimular la actividad de sliding del complejo (Figura 16). En
este contexto también observamos que la orientacion de los tractos poli (dA:dT)
es relevante, ya que la maxima estimulacion de sliding se da con ciertas
orientaciones respecto al nucleosoma (Figura 21). Interesantemente, al realizar
los experimentos usando una concentracion mayor de RSC, observamos que
existe actividad de eviction del complejo (Figura 34), resultado que no habiamos
observado a concentraciones mas bajas del complejo (Figuras 16B y D). Lo
destacable de este resultado, es que existe una estimulacién de la actividad de
eviction solo con la orientacién de core nucleosomal estando por el 5’ de poli A
(Figura 34). Esto significa que existe una orientacion de estas secuencias que
favoreceria la estimulacion de la actividad de sliding (core por el 3’ de poli A) y
otra que favoreceria su actividad de eviction. Anteriormente ya se habia
publicado que los tractos poli (dA:dT) pueden estimular la actividad de eviction
del complejo RSC (Lorch y col., 2014), aunque en ese estudio se analizd solo
una orientacion de tracto, no se analizd presencia de tracto en ADN linker y se
incluyé en los ensayos a la chaperona de histonas Napl para gatillar la
actividad de eviction del complejo (Lorch y col., 2014). Se ha descrito que esta
chaperona de histonas es capaz de realizar este efecto sobre RSC (Lorch y
col., 2006). Para entender el mecanismo de como el cambio en la orientacion
de los tractos poli (dA:dT) puede cambiar el tipo de resultado de remodelaciéon
estimulada en RSC, hay que entender qué aspectos influencian que exista

eviction o sliding. Un mecanismo propuesto es que la fuerza con la que los
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complejos se unen al nucleosoma define el tipo de resultado de remodelacion.
Complejos de la familia SWI/SNF son capaces de unirse fuertemente al
nucleosoma, lo que gatillaria la actividad de eviction (Clapier y col., 2017). En
este aspecto, se ha observado que un factor de transcripcidon que recluta a
ySWI/SNF fuertemente al nucleosoma, gatilla la actividad de eviction del
complejo (Gutierrez y col., 2007), indicando que esta respuesta se debe a la
fuerte union que existe al nucleosoma. Nosotros hipotetizamos que existe una
diferencia en la union de RSC al unirse a poli A o poli T. En la Figuras 32By C
se observa una mayor unién a la sonda poli A, lo que explicaria el
favorecimiento de la actividad de eviction gatillada por esta sonda. Ademas, se
ha observado que el complejo RSC puede realizar eviction sobre los
nucleosomas +1/-1 de los genes altamente transcritos (Rawal y col., 2018) y
puede actuar en conjunto con el factor de transcripcion Gcn4 para gatillar
eviction de los nucleosomas asociados a este factor (Rawal y col., 2022). Sin
embargo, habria que observar la orientacién de los tractos poli (dA:dT) en estos
genes altamente transcritos, para corroborar que se encuentran en la
orientacién para la cual nosotros observamos que se gatilla eviction de RSC.
Por otro lado, las publicaciones que hablan sobre los “nucleosomas fragiles”
muestran que es el complejo RSC el que podria eyectar estos nucleosomas de
los NDRs (Brahma y Henikoff, 2019; Kubik y col., 2015). Sin embargo, estudios

posteriore deberan ser realizados para validar esta hipétesis.
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Por ultimo, abordamos el efecto conjunto que podrian tener un factor de
transcripcion y los tractos poli (dA:dT). En este caso, usamos el factor de
transcripcion quimérico Gal4-VP16, el cual se ha observado que gatilla la
actividad de eviction de ySWI/SNF (Gutierrez y col., 2007). Para el caso de
RSC no existen antecedentes del efecto de este factor sobre el complejo. Bajo
esta premisa pudimos observar que este factor estimula actividad de sliding de
RSC (Figura 41), lo que se podria deber al aumento en la unién o la estabilidad
de este a la sonda. Por otro lado, no observamos un claro efecto conjunto con
los tractos poli (dA:dT) (Figura 41). En este aspecto nos faltd realizar este
experimento usando concentraciones mayores de RSC, para observar si existe
un efecto conjunto en la actividad de eviction del complejo. Ademas, es
necesario probar otros factores de transcripcion como Reb1, Abfl, Rapl y Cbfl,
a los cuales se les ha asociado con RSC y su capacidad de abrir NDRs (Badis y
col., 2008; Challal y col., 2018; Ganguli y col., 2014; Hartley y Madhani, 2009;
Klein-Brill y col., 2019; Krietenstein y col., 2016; Kubik y col., 2019; Kubik y col.,
2018; Parnell y col., 2008; Rawal y col., 2018; van Bakel y col., 2013). Sin
embargo, nuestros resultados muestran que un factor podria estimular la
actividad de sliding de RSC.

Segun los resultados obtenidos planteamos un modelo que aborda
cuatro escenarios (Figura 49): 1) En promotores sin tractos poli (dA:dT) el
complejo RSC podria unirse a ambos extremos de los nucleosomas +1/-1 por lo

gue el NDR no se encontraria bien definido. Tendria que existir algiin GRF que
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se asocie con el complejo RSC para que lleve a cabo su accion de abrir NDRs
(Badis y col., 2008; Challal y col., 2018; Ganguli y col., 2014; Hartley y Madhani,
2009; Klein-Brill y col., 2019; Krietenstein y col., 2016; Kubik y col., 2019; Kubik
y col., 2018; Parnell y col., 2008; Rawal y col., 2018; van Bakel y col., 2013) 2)
En promotores que presentan tractos poli (dA:dT) en la orientacibn mas comun
encontrada in vivo (Barnes y Korber, 2021; de Boer y Hughes, 2014,
Krietenstein y col.,, 2016; Wu y Li, 2010), el complejo RSC se unira
preferentemente a los tractos poli (dA:dT) lo que generara que se abran los
NDRs, mediante una accion esencialmente de sliding sobre los nucleosomas -1
y +1. Este modelo se apoya por todos los estudios que muestran que RSC abre
los NDRs (Badis y col., 2008; Challal y col., 2018; Ganguli y col., 2014; Hartley y
Madhani, 2009; Klein-Brill y col., 2019; Krietenstein y col., 2016; Kubik y col.,
2019; Kubik y col., 2018; Parnell y col., 2008; Rawal y col., 2018; van Bakel y
col., 2013; Wippo y col., 2011), los modelos de la estructura de RSC unido al
nucleosoma (Wagner y col., 2020; Ye y col., 2019), en nuestros resultados que
muestran que la union del complejo es mas fuerte en presencia de estas
secuencias (Figuras 32B y C), en el aumento de la actividad de sliding de RSC
dado por una orientacion de tract (Figuras 16, 26, 29 y 30) incluso cuando estas
secuencias se encuentran a 40 pb de distancia del nucleosoma (Figura 24) y en
nuestro experimentos que muestran que RSC aleja el nucleosoma de los
tractos poli (dA:dT) (Figuras 27 y 28). 3) Pueden existir NDRs con otras

orientaciones de tractos poli (dA:dT) (de Boer y Hughes, 2014; Krietenstein y
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col.,, 2016; Wu vy Li, 2010). En estos casos el complejo RSC se unirad
preferentemente a los tractos poli (dA:dT), pero gatillara la eyeccion de los
nucleosomas +1/-1, permitiendo que los NDRs se abran en gran medida. Este
modelo se apoya en el estudio que mostraron que estas secuencias gatillan la
actividad de eviction de RSC (Lorch y col., 2014), en estudios que han mostrado
gue RSC puede realizar eviction del nucleosoma +1/-1 en un contexto asociado
a la actividad transcripcional (Rawal y col.,, 2018; Rawal y col.,, 2022), en
nuestros resultados que muestran que la unién de RSC se ve favorecida por
estas secuencias (Figuras 32B y C) y los resultados que muestran que la
orientacion de core por el lado 5’ de poli A es capaz de estimular la actividad de
eviction del complejo (Figura 34). 4) En caso de que un “nucleosoma fragil” se
posicione en el NDR, el complejo RSC sera capaz de unirse a este nucleosoma
ayudado por la presencia del tracto poli (dA:dT) adyacente, permitiendo la
eyeccion de este nucleosoma. Esto permitira la mantencion del NDR. Estos
resultados se ven apoyados por estudios de genoma completo que muestran
que RSC es capaz de unirse a estos “nuclesomas fragiles” eyectandolos
(Brahma y Henikoff, 2019; Kubik y col., 2015), por nuestros experimentos que
demuestran que la union de RSC se ve favorecida por estas secuencias
(Figuras 32B y C) y los resultados que muestran que la orientacion poli A es

capaz de gatillar eviction del complejo (Figura 34).
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Figura 49: Modelo propuesto para la accion de RSC in vivo. Con la recopilacion de los
resultados obtenidos por nosotros y otros autores, proponemos las siguientes situaciones: 1) En
NDRs sin tractos poli (dA:dT), RSC se podria unir a ambos extremos de los nucleosomas +1/-1,
pudiéndose obtener un NDR no definido. 2) NDRs con tractos poli (dA:dT) en orientacion mas
comun encontrado en NDRs. El modulo DIM de RSC se uniria preferentemente a los tractos poli

(dA:dT) provocando que se abra el NDR. En esta opcion los factores regulatorios generales
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podrian actuar de una manera similar a estas secuencias. 3) NDRs con tractos poli (dA:dT) en
orientaciébn menos comun, RSC se uniria preferentemente a los tractos poli (dA:dT), pero en
esta ocasion se gatillaria la respuesta de eviction del complejo. La eyeccion de los nucleosomas
+1/-1 provocaria que los NDR se agrandaran en gran medida. 4) Si un “nucleosoma fragil” se
posiciona en el NDR, RSC podria eyectarlo del NDR. En la orientacion mas comun encontrada
en NDRs, el complejo sera capaz de unirse al tracto adyacente y sacar este nucleosoma por
eviction. El octamero de histonas se representa como un circulo gris (con excepciéon del
nucleosoma fragil que se representa en rosado pastel), las lineas negras representan el ADN, el
complejo RSC se representa en naranjo, el GRF se representa en color rosado, las flechas
negras indican la unién del complejo, las flechas azules indican la direccién y fuerza del
movimiento del nucleosoma, la flecha amarilla representa el sitio de inicio de la transcripcion,

los tractos poli (dA:dT) se representan con recuadros rojos (poli T) y verdes (poli A).

5.3 ySWI/SNF

El ultimo complejo remodelador de cromatina abordado en este trabajo
fue ySWI/SNF, el cual al igual que RSC es considerado un complejo
“despejador” (Kubik y col., 2019). A diferencia de RSC, el cual ha sido implicado
mayoritariamente en formar y mantener los NDRs, a ySWI/SNF se le asocia
mas con participar durante el proceso de transcripcion (Kubik y col., 2019; Qiuy
col., 2016; Rawal y col., 2018; Rawal y col., 2022; Shivaswamy y lyer, 2008).
Sin embargo, también se le ha asociado con la formacion de NDRs,
especialmente los que son mas amplios (Kubik y col., 2019; Rawal y col., 2018;
Rawal y col., 2022).
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Debido a la baja actividad obtenida del complejo purificado, nos fue
imposible realizar todo el set de experimentos planeados para determinar con
mas detalle los mecanismos tras los efectos de los tractos poli (dA:dT) sobre la
actividad de este. Sin embargo, usando los nucleosomas laterales (Figura 17) y
los nucleosomas centrales (Figura 36), pudimos obtener resultados que
muestran que los tractos poli (dA:dT) estimulan la actividad de ySWI/SNF. Cabe
destacar que, a diferencia de los resultados obtenidos para ISWla y RSC, la
orientacion de los tractos poli (dA:dT) no influyen en la actividad de ySWI/SNF
(Figura 17), al menos no en el set de ensayos realizados para este complejo.

Por otro lado, quisimos observar si los tractos poli (dA:dT) podrian influir
en la actividad de eviction de ySWI/SNF gatillada por un factor de transcripcion.
Para ello usamos el factor de transcripcion quimérico Gal4-VP16, el cual se ha
demostrado que gatilla la actividad de eviction del complejo (Gutierrez y col.,
2007). Sin embargo, al realizar los experimentos observamos que no hay
diferencias al estar presentes estas secuencias (Figura 42). En este aspecto,
otros estudios han propuesto que estas secuencias tienen poca influencia sobre
este complejo (Figura 45) (Krietenstein y col.,, 2016). Ademas, hay que
considerar que ySWI/SNF usualmente actia sobre promotores de genes
transcripcionalmente activos (Rawal y col., 2018; Rawal y col., 2022) y que
presentan caja TATA (Kubik y col., 2019; Rawal y col., 2022), mientras que los
tractos poli (dA:dT) usualmente se encuentran en NDRs sin caja TATA (Cairns,

2009; Clapier, 2021; Lieleg y col., 2015; Tirosh y Barkai, 2008). Bajo este
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contexto, el complejo ySWI/SNF se veria mas influenciado por los factores de
transcripcion que se unen al promotor, como por ejemplo el factor Gecn4 (Rawal
y col., 2018; Rawal y col., 2022).

En conjunto, nuestros resultados con ySWI/SNF muestran que los tractos
poli (dA:dT) podrian influir en la actividad del complejo. Sin embargo, aun nos
falta realizar mas experimentos para confirmar este fenbmeno y determinar el

mecanismo por el cual se llevarian a cabo los efectos encontrados.

185



6. CONCLUSIONES

Los tractos poli (dA:dT) frenan la actividad de sliding de ISW1a cuando el
movimiento del core nucleosomal es en direccion a estas secuencias,
mientras que estimulan la actividad de sliding de ISW1la en la direccion
opuesta. Ademas, la orientacion de estas secuencias influye en el grado de

efecto observado sobre este complejo.

Los tractos poli (dA:dT) podrian disminuir la unién de ISW1a al nucleosoma,

como también afectar la actividad de translocacion del complejo.

Tanto el tamafio como la distancia de los tractos poli (dA:dT) respecto al
nucleosoma, son relevantes para observar el efecto sobre la actividad de

sliding de ISW1a

El factor Gal4-DBD realiza un mayor bloqueo de la actividad de sliding de

ISW1a en comparacion a los tractos poli (dA:dT) y no se encontré un efecto

sinérgico entre ambos elementos.

Las dos orientaciones posibles de los tractos poli (dA:dT) influyen de manera

diferencial sobre la actividad de RSC, estimulando una orientacién con mayor
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potencia el sliding (core al 3’ de poli A) y la otra con mayor potencia el

eviction (core al 5’ de poli A).

Los tractos poli (dA:dT) estimulan la union de RSC al nucleosoma, teniendo
también las orientaciones un efecto diferencial sobre esta propiedad (mayor

estimulacién de la union al estar el core por el 5’ de poli A).

La orientacion de los tractos poli (dA:dT) puede dificultar la actividad de

translocacion de RSC.

Tanto el tamafio como la distancia de los tractos poli (dA:dT) respecto al
nucleosoma, son relevantes para observar el efecto sobre la actividad de

sliding de RSC

No se observd un efecto sinérgico entre los tractos poli (dA:dT) y el factor

Gal4-VP16, en estimular la actividad de sliding de RSC.

Gal4-VP16 estimula la actividad de sliding de RSC y no se observé un claro

efecto sinérgico entre los tractos poli (dA:dT) y este factor.

Los tractos poli (dA:dT) estimulan la actividad de sliding de ySWI/SNF. Sin

embargo, la orientacion de estas no tuvo un efecto evidente.
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e Los tractos poli (dA:dT) no afectan el eviction catalizado por ySWI/SNF y

mediado por el factor Gal4-VP16.
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