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RESUMEN

En eucariontes el ADN nuclear se encuentra a la forma de un complejo
multiproteico denominado cromatina, cuya unidad bésica es el nucleosoma. La unién de
factores de transcripcion y la ARN polimerasa a promotores de genes determina la
actividad transcripcional. Estos elementos se distribuyen de manera modular en las regiones
promotoras de genes y esta distribucion es de gran importancia para su correcta accion. En
este contexto, la accesibilidad de las proteinas regulatorias puede ser modulado por la
distribucion de nucleosomas en las regiones regulatorias de un gen. El estado de
compactacion de la cromatina puede ser alterado por complejos remodeladores de
cromatina ATP-dependientes (Ej SWI/SNF, RSC), y varios factores de transcripcion
pueden reclutar estos complejos hacia regiones regulatorias, llevando la accion
remodeladora a puntos especificos del genoma.

Si bien en el presente existe evidencia, que apunta a la influencia que secuencias de
ADN pueden tener sobre la actividad remodeladora dependiente de ATP, los mecanismos
involucrados no se conocen con profundidad . Actualmente, se desconoce si la variacién de
distancia y la presencia de ADN-Z (una de las conformaciones que puede adoptar el ADN)
entre el sitio de unién de uno de estos factores de transcripcién y un nucleosoma podria
influenciar la actividad remodeladora de la maquinaria ATP-dependiente. Con el objeto de
abordar esta problematica se realizaron ensayos de remodelacién in vitro usando diferentes
probadores mononucleosomales, variando la distancia entre el sitio de unién del factor de
transcripcion Gal4 y un nucleosoma. Para el caso del ADN-Z utilizamos secuencias con
tendencia a adoptar la conformacion Z entre el nucleosoma y el sitio de union para el factor
de transcripcion Gal4. El efecto de estos dos factores fue evaluado en presencia del
complejo SWI/SNF de levadura y el factor de transcripcion quimérico Gal4-VP16.

Bajo nuestras condiciones de ensayo, SWI/SNF tuvo un requerimiento absoluto de
Gal4-VP16 para poder asociarse al probador mononucleosomal. Nuestros resultados
muestran que el desensamblaje nucleosomal fue mayor cuando la distancia entre el
nucleosoma y el sitio de union de Gal4 fue menor. También observamos que la extension
del ADN extranucleosomal influye en la fuerza de union de SWI/SNF a los nucleosomas.
Respecto al ADN-Z, nuestros resultados muestran que el desensamblaje de nucleosomas es

mayor en presencia de secuencias con tendencia a adoptar la conformacion Z, comparado



con secuencias normales. Nuestros resultados apuntan a nuevos aspectos que podrian tener

un impacto sobre la expresion génica en el nivel de regulacion transcripcional.



ABSTRACT

In eukaryotes nuclear DNA is found like a multiproteic complex named chromatin,
and its basic unit is the nucleosome. Binding of transcription factors and RNA polymerase
to gene promoters determines transcriptional activity. These elements are distributed in a
modular way in the promoters regions of genes and this distribution has a big importance
for its correct action. In this context, the accessibility of regulatory proteins can be
modulated by the distribution of nucleosomes at gene regulatory regions. The chromatin
structure state can be altered by ATP-dependent chromatin remodeling complexes (e.g.
SWI/SNF, RSC) and several transcription factors can target these complexes to regulatory
regions, leading the remodeling action to specifics points of genome.

Although in the present there is evidence that points to an influence that DNA sequences
can have on the ATP-dependent remodeling activity, the mechanisms involved are not
known in depth. It is unknown whether if a variation in the distance and the presence of Z-
DNA (one of the conformations that the DNA can adopt) between a binding site of one
transcription factor and a nucleosome would influence the targeted nucleosome remodeling
activity of these ATP-dependent machines. In order to ascertain this question we performed
in vitro nucleosome remodeling assays using different mononucleosome probes, varying
the distance between a transcription factor-binding site (Gal4) and a positioned
nucleosome. In the case of Z-DNA we used sequences tending to structure as Z between the
mononucleosome and a transcription factor binding-site (Gal4). The effects of both factors
were evaluated in presence of the yeast SWI/SNF complex and the chimeric transcription
factor Gal4-VP16.

Under our assay conditions SWI/SNF had an absolute requirement of Gal4-VP16 for
reaching the mononucleosome probe. Our results showed that nucleosome disassembly was
higher when shorter distances between the Gal4 binding site and the positioned nucleosome
were present. We also found that the extension of extranucleosomal DNA influences the
strength of SWI/SNF binding to the nucleosomes. Respect to Z-DNA, our results showed
that eviction mechanism was higher in presence of sequences tending to structures as Z
than a normal sequence. Our results point to new aspects that could have an impact on gene

expression at the level of transcriptional regulation.
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ABREVIACIONES

ADN: Acido desoxiribonucleico.

ADN-B: Acido desoxiribonucleico con conformacion B.
ADN-Z: Acido desoxiribonucleico con conformacion Z.
ARN: Acido ribonucleico.

ATP: Adenosintrifosfato.

BAF: Brgl/Brm associated factors.

BCFR: Buffer condiciones finales de reconstitucion.
B.1: Banda inferior.

B.S: Banda superior.

BSA: Bovine serum albumin (sero albumina de bovino)
BRGL1: Brahma related gene 1.

Brm: Brahma.

CFTR: Cystic fibrosis transmembrane conductance regulator.
CG: Citosina-Guanina.

CGX6: Repeticion de citosina-guanina 6 veces.
CGX16: Repeticion de citosina.guanina 16 veces.
CHD: Chromodomain, Helicase, DNA binding.

CSF1: Factor estimulante de colonias 1.

dNTP: Desoxirubonucletido trifosfato.

DTT: Ditiotreitol.

D.O: Densidad optica.

FMRL1: Fragile X linked Mental Retardation type .1
Gal4 DBD: Gal4 DNA binding domain (Dominio de union al AND de Gal4).
Gal4 VP16: Gal4- virus protein 16.

GST: Glutation S- transferasa

HSA: Helicasa SANT.

H1: Histona 1.

H2A: Histona 2 A.

H2B: Histona 2 B.



H3: Histona 3.

H4: Histona 4.

INDEL.: Contraccion de insercion-delecion.
INOS8O: Inositol requiring 80.

ISWI: Imitation Switch.

LB: Luria Bertani (medio).

LON: Oligo nucleosoma largo.

NEB: New England Biolabs.

NFI: Factor nuclear —I

NP40: Nonil fenoxipolietoxietanol.

Nuc: Nuclesoma.

Pb: Pares de bases.

PBS: Buffer fosfato salino.

PCR: Reaccién en cadena de la polimerasa.

PMSEF: fluoruro de fenilmetilsulfonilo.

SANT: Acrénimo de Swi3, Ada2, N-Cor,y TF I11B
SON: Oligonucleosomas cortos.

ySWI/SNF: yeast Switching defective/Sucrose-Non Fermenting .
TBE: Tris/ Borato/EDTA 0.3X.

TE: Tris— EDTApH 8.0

TPCK: Tosil fenilalanil clorometil cetona.

ZDR: Regiones con alta tendencia a estructurarse como ADN-Z.



1.- INTRODUCCION

1.1 Remodelacion de cromatina y regulacion de la expresion génica.

El ADN (acido desoxirribonucleico) es un acido nucleico que contiene la informacién
genética usada para el desarrollo y funcionamiento de todos los organismos vivos. El rol principal
de las moléculas de ADN es el almacenamiento de informacion, conteniendo las instrucciones
necesarias para construir otros componentes de la célula, como proteinas y moléculas de ARN.
Los segmentos de ADN que tienen la informacion genética son llamados genes, pero otras
secuencias de ADN tienen propdsitos estructurales o estan involucradas en la regulacion del uso
de esta informacion genética.

El ADN se encuentra en la célula estructurado como cromatina, la cual tiene como unidad
basica al nucleosoma (Fig.1). El nucleosoma se encuentra formado por un octamero proteico que
estd compuesto por las histonas H2A, H2B, H3 y H4 méas el ADN que se encuentra enrollado a su
alrededor con una extension de 147pb. EI ADN entre nucleosomas es conocido como ADN
conector o linker al que se asocia la denominada histona H1 (Lodish H., y col., 2008).

Sobre la cromatina acttan de forma conjunta una serie de complejos multi proteicos que
alteran su estructura y regulan la accién de la maquinaria transcripcional basal en eucariotas
(Clapier C.y col., 2002). Para que la transcripcion se pueda realizar, el ADN debe encontrarse
accesible para la unién de proteinas como factores de transcripcion y la ARN polimerasa, lo cual
es bloqueado por la compactacion en cromatina. (Clapier C., y col., 2002).

Los complejos multiproteicos que alteran la estructura de la cromatina, denominados
complejos remodeladores, se clasifican en: a) los que utilizan la energia de la hidrolisis de ATP
para modificar la estructura de la cromatina de una manera no covalente, y b) los complejos que
modifican covalentemente las histonas (Fan H.Y. y col.,, 2004). Dentro de los complejos
remodeladores de cromatina ATP dependientes se encuentran cuatro familias que se clasifican de
acuerdo a su sub unidad ATP-asica. Estas familias son SWI/SNF (Switching defective/Sucrose-
Non Fermenting), ISWI (Imitation Switch), CHD (CHromodomain, Helicase, DNA binding) e
INO8O (INOsitol requiring 80).

La accién remodeladora da como resultado varios resultados que pueden ser clasificados
en 2 categorias:



- La secuencia diana para una proteina de union al ADN, inicialmente ocluida por el octdmero de
histonas, se vuelve accesible por un reposicionamiento nucleosomal (sliding), por salida del
nucleosoma (eviction) o un desempaquetamiento localizado.

- La composicion proteica del nucleosoma se altera. EI contenido nucleosomal es modificado por
el reemplazo de un dimero H2A-H2B o por eyeccion de éste (Clapier R. C.y Cairns B. R. 2009).

El primer complejo remodelador de cromatina dependiente de ATP descrito es el
complejo SWI/SNF. Este complejo presenta propiedades como (i) tener alta afinidad por el
nucleosoma, (ii) poseer sub-unidades que reconocen ciertas modificaciones covalentes de las
histonas, (iii) poseer una sub-unidad ATP-asa ADN dependiente que sirve como un motor
translocador de ADN, alterando el contacto ADN-histona, (iv) tener dominios y/o proteinas que
regulan el dominio ATP-asa y (v) tener dominios y/o proteinas para la interaccion con factores de
transcripcion y otras proteinas (Clapier R.C. y Cairns B.R. 2009). La subunidad catalitica de BAF
(SWI/SNF en mamiferos) tiene los dominios ATP-asa, helicasa SANT (HSA), un dominio post-
HSA y un bromodominio C-terminal (Fig.2). El dominio SANT se ha descrito como un dominio
de union al ADN basado en su homologia con c-myb (un regulador transcripcional) (Boyer L. A.
y col., 2002). Por su parte bromodominio tiene como funcion reconocer las lisinas acetiladas del
N-terminal de las histonas, y el dominio helicasa es necesario para separar la doble hebra del
ADN en monohebra. (Lodish H., y col 2008).

Se ha demostrado que el complejo remodelador SWI/SNF tiene actividad de sliding y
eviction, ademas del desempaquetamiento localizado del ADN en el nucleosoma. Estudios in
vitro que analizan la actividad de SWI/SNF han tenido como principal resultado actividad de
sliding, también se ha demostrado que este complejo tiene actividad eviction.

El hecho de que SWI/SNF facilita el acceso de factores de transcripcion al nucleosoma,
lleva al concepto inicial que la actividad in vivo de SWI/SNF regularmente es anterior a la unién
del factor de transcripcion. Sin embargo, SWI/SNF interacciona con el ADN y nucleosomas sin
especificidad de secuencia. Este hecho, y la baja abundancia de ySWI/SNF en el nacleo de la
célula comparado con el nimero de nucleosomas, implican que este complejo necesita ser
llevado a regiones del genoma donde se requiere de su actividad. El reclutamiento de SWI/SNF
depende principalmente de la interaccién con factores de transcripcién. Existe poca informacion
de la influencia que podrian tener los factores de transcripcion sobre la actividad catalitica de



estos complejos. La mayoria de los estudios in vitro no han considerado la posible influencia de
factores de transcripcion. (Gutiérrez J.L. y col., 2007)

Se sabe que SWI/SNF requiere de la presencia de factores de transcripcion que tengan un
dominio de activacion que lo reclute en arreglos nucleosomales como es el caso de la proteina
quimérica Gal4-VVP16 (proteina viral 16) (Gutiérrez J.L. y col., 2007), la cual se utilizaré en esta

tesis junto con ySWI/SNF y un mononucleosoma como modelo de estudio.

1.2 Posicionamiento nucleosomal y su rol en regiones regulatorias de genes.

Hasta hace poco se tenia poca informacion de la organizacion gendémica de los
nucleosomas. Por un lado se pensaba que el posicionamiento de las histonas podria ser al azar
durante la replicacion del ADN, lo que implica que las histonas son proteinas que son removidas
y reposicionadas a medida que la ARN y ADN polimerasa pasa a través de ellas.

Gracias al avance de las tecnicas desarrolladas con el tiempo, principalmente
microarreglos, se pudo tener una visién de como se ubican los nucleosomas a lo largo del genoma
en Saccharomyces cerevisiae. En estos estudios se observd que en las regiones intergénicas
donde se ubican promotores no se encontraban nucleosomas generalmente (Jiang C. y Pugh B. F.
2007). Primero no se sabia como la presencia o ausencia de nucleosomas estaba relacionada con
la transcripcion, porque se observaba que tanto en zonas de promotores de genes activos e
inactivos habia baja cantidad de nucleosomas. Luego gracias a mapas de nucleosomas de alta
resolucion se observo que en genes activos los promotores tenian menos nucleosomas que los
genes que se mantienen inactivos (Lee C. y col. 2004)

En el afio 2005 se desarrollaron microarreglos con alta resolucion, los cuales mostraron
que los nucleosomas en la mayoria de los genes estan organizados de la misma forma. Esto
consiste en dos regiones libres de nucleosomas (Nucleosome free region o NFR) que flanquean
el empaquetamiento nucleosomal del gen. La NFR del promotor del gen esta delimitada por dos
nucleosomas bien posicionados (nucleosomas -1y +1) (Yuang G.C. y col., 2005) (Fig.3).

Debido a la posicién de estos nucleosomas justo antes (-1) y después del sitio de inicio de la
transcripcion (+1) pensamos que un cambio en el posicionamiento puede tener un efecto

importante en la activacion transcripcional. Este cambio en el posicionamiento de nucleosomas



Apilamiento nucleosomal

a - b (Empaguetamiento de fibra Fibra de 30nm. Nivel Nucleosomas impares
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Fig.1. Niveles de compactacion de la cromatina. (a) Primer nivel de compactacion. Fibra de
11nm; (b) Apilamiento de nucleosomas; (c) Segundo nivel de compactacion. Fibra de 30nm; (d)
Tercer nivel de compactacion. Loops de la fibra de 30 nm; (e) Tercer nivel de compactacion.
Capas interdigitantes de nucleosomas organizados irregularmente; (f) Cuarto nivel de
compactacion. Organizacion de todos los cromosomas dentro del nucleo. Modificado de. Sajan S.
A. y Hawkins. R. D. Annual Reviews. 2012.



puede darse por inserciones o deleciones en la region promotora, también llamadas INDELS. Esta
variacion es la segunda variacion mas abundante en el genoma, teniendo tamafios que van desde
1 a 10.000 pb. También pueden encontrarse en la region codificante del gen, pudiendo tener
como resultado la eliminacion de un aminoéacido como es el caso del gen de la proteina CFTR,
conocido como fibrosis quistica.

Los INDELSs en regiones promotoras pueden alterar la fase de las secuencias de ADN en
los promotores (Mills y col., 2006). Por ejemplo, un INDEL de 5 pb puede rotar un sitio de
union de un factor de transcripcion a la cara opuesta de la hélice de ADN, ocultandolo o
exponiéndolo. También un INDEL puede hacer desaparecer un sitio de union para un factor de
transcripcion o por otro lado podria aumentar el espaciamiento entre dos sitios de union en 100
pb, siendo interrumpidas sus interacciones. Un ejemplo de insercion en la regién promotora es el
Sindrome X fragil, ocurre en el gen FMR1 (Fragile X linked Mental Retardation type 1) en el
cromosoma X debido a la expansién de trinucleétidos CGG, una vez que se alcanza un umbral
critico los patrones de metilacion del promotor se alteran, lo que lleva a cambios en la expresion
del gen (Mullaney J.M y col., 2010). También se ha descrito una delecion de 3pb en la region
promotora del gen GSTM3 (Glutation S-transferasa M3) observandose una disminucion en la
transcripcion del gen y disminucion en la expresion de la proteina (Liu X. y col., 2005).

Por lo tanto, los INDELs en el promotor de un gen podrian explicar las diferencias en la
expresion que son observados en diversos seres humanos. Hasta el momento se han dilucidado
los mecanismos de cémo estas variantes estarian afectando la expresion de genes, para un
pequefio grupo de genes, como los ejemplos mencionados previamente (Mullaney J.M vy col.,
2010; Liu X. y col., 2005), la mayoria se mantiene sin explicacion (Cheung V.G. y col., 2009).

Sabiendo lo anterior, en nuestro laboratorio se quiso analizar si la distancia entre un
nucleosoma y el sitio de unidn del factor de transcripcion Gal4 tendria algun efecto sobre la
remodelacion de cromatina. Asi se puede tener una aproximacion de lo que sucederia en un

promotor.
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Fig.2. Motivos estructurales presentes en la sub-unidad catalitica del complejo remodelador
ATP-dependiente SWI/SNF. ATP-asa: dominio ATP-asa; HSA: dominio Helicasa SANT;
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Modificado de Clapier C. y Cairns B. Annual Reviews. 20009.
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Los nucleosomas se muestran en gris. El circulo verde representa el sitio de inicio de la
transcripcion. El circulo rojo representa la terminacion transcripcional. NFR: Nucleosome free

region; RNA polymerase: ARN polimerasa. Modificado de Jiang C. y Pugh B.F. 20009.



1.3 ADN-Z

Quimicamente, el ADN consiste en dos hebras conformadas como polimeros compuestas
por unidades simples llamadas nucledtidos, con columnas de azlcares y grupos fosfatos unidos
por enlaces ésteres. Estas dos hebras son anti paralelas. Unidas a cada azlcar estan una de las
cuatro bases nitrogenadas que son Adenina, Timina, Guanina y Citosina (Lodish H. y col., 2004).
La estructura candnica del ADN, dada por Watson y Crick, es una doble hélice dextrdgira con 10
nucleétidos por vuelta, separados por 3.4 A por nucleétido (Fig.4). Inicialmente se pensaba que
las moléculas de ADN se interconvertian en dos estructuras doble hélice dextrdgiras bien
definidas, denominadas A y B. Ahora es claro que la molécula de ADN exhibe la propiedad de
elasticidad en su microambiente retorciéndose, girando y encogiéndose, obteniéndose diferentes
estructuras (Ghosh A. y Bansal M., 1999).

En la década de los setenta se hizo posible la difraccion de rayos X en moléculas
especificas de ADN para definir su estructura, obteniéndose un fragmento de doble hélice auto-
complementario, hexamérico, con una repeticion de secuencias en CG y levdgiro (giro hacia la
izquierda) al cual se nombr6 como ADN-Z (Rich A. y Zhang S., 2003). EI ADN-Z tiene 6
dinucledtidos por vuelta y exhibe una columna vertebral zig-zagueante (Fig.4.c). Esto es
consecuencia de su geometria diferente por los dos residuos en la repeticion dinucleotidica que
estd dada por la alternacion de los azucares y de las conformaciones syn/anti alrededor de los
enlaces glucosidicos (Arnott S. y col., 1980). Por un periodo de tiempo se ignoré el estudio del
ADN-Z porque no tenia un rol biolégico aparente, pero en 1987, Liu L. y Wang J. postularon que
en la transcripcion se generaba una torsion positiva delante de la maquinaria transcripcional y una
torsion negativa detras de éste, permitiendo la formacion de ADN-Z. También se ha descrito que
el ADN-Z es una forma de alta energia de la doble hélice estabilizada por un super-enrollamiento
negativo debido a la transcripcion o el desempaquetamiento nucleosomal (Ha S.C. y col., 2005).

1.4 ADN-Z y remodelacién de cromatina.

Existen evidencias de que el ADN-Z jugaria un rol importante en la transcripcion. Champ
P. y col. (2004) realizaron un anélisis de la secuencia del cromosoma 22 en donde se observo que
la presencia de regiones con alta tendencia a estructurarse como ADN-Z (ZDRs) y de sitios de

union para el factor nuclear—I (NFI) estaria correlacionada con la localizacion de genes conocidos



Fig.4. Modelos espaciales y estructura quimica del ADN. (a) Modelo espacial del ADN-B; (b)
Estructura quimica de la doble hélice de ADN. Este esquema muestra los dos esqueletos de
azucar-fosfato que se unen entre los pares de bases A-T Y G-C; (c) ADN-Z con giro hacia la
izquierda. Modificado de Lodish H., Molecular and Cell Biology, quinta edicion.



y predichos a lo largo del cromosoma, acumulédndose alrededor de los sitios de inicio de la
transcripcion. En un estudio in-silico realizado por Schroth G. y col. (1991), se describié que las
secuencias formadoras de ADN-Z son comunes de encontrar cerca de los extremos 5 de genes
humanos. Un estudio que apunt6 a dilucidar como estaria actuando el ADN-Z en el proceso de la
transcripcion fue el realizado por Liu y col., el afio 2001 (Fig.5). En esta investigacion ellos
proponen que el complejo remodelador de cromatina BAF o hSWI /SNF promoveria la
formacién de ADN-Z, el cual estabilizaria la estructura abierta de la cromatina en el promotor del
gen del factor estimulante de colonias 1 (CSF1), facilitandose la transcripcion. Estos estudios
también describieron el requerimiento de NFI para que se desencadenaran los eventos recién
mencionados.

Es por lo anteriormente expuesto que nos preguntamos como se ve afectada la
remodelacion nucleosomal catalizada por SWI/SNF en secuencias con tendencia a formar ADN-
Z.
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Fig.5. La remodelacién de cromatina es facilitada por NFI y ADN-Z en el promotor de
CSF1. Al estar en presencia del factor de transcripcion NFI y el complejo BAF (hNSWI/SNF) se
favorece la remodelaciéon de cromatina por la formacion de ADN.Z. Obtenido de Liu R. y col.

Cell. 2001.
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HIPOTESIS DE TRABAJO:

La remodelacion nucleosomal catalizada por el complejo SWI/SNF, al ser reclutado por un factor
de transcripcion, se ve influenciada por elementos vinculados al ADN del nucleosoma, como la
secuencia de este ADN vy la distancia entre el nucleosoma y el sitio de union del factor de

transcripcion.

Objetivo general:
Determinar el efecto sobre la accién remodeladora del complejo SWI/SNF de secuencias con
tendencia a formar ADN-Z y de la distancia entre el nucleosoma y el sitio de union del factor de

transcripcion.

Objetivos especificos:

1.- Obtener probadores mononucleosomales que contengan distancias variables entre una
secuencia posicionadora de nucleosomas Y el sitio de union a Gal4, generando para estas mismas
distancias otro set de probadores que entre estos dos elementos contengan secuencias con

tendencia a estructurarse como ADN-Z.

2.- Determinar el efecto de la extensién del ADN entre el sitio de union de Gal4 y el nucleosoma

sobre la accion remodeladora del complejo SWI/SNF en probadores mononucleosomales.
3.- Determinar el efecto de la presencia de secuencias con tendencia a adoptar la conformacién

ADN-Z tiene sobre la accion remodeladora del complejo SWI/SNF en probadores

mononucleosomales.
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2.-METODOLOGIA

2.1- Construccién de vectores plasmidiales:

Se disefiaron oligonucleétidos conteniendo repeticiones de la secuencia CG o TG 6 y 16 veces
(realmente 8 y 18 repeticiones para oligonucléotidos CG) para realizar subclonamientos, las que
poseen tendencia a estructurarse como ADN-Z (Champ P. C.y col., 2004), que ademas incluyen
la secuencia de union del factor de transcripcion Gal4. Los extremos cohesivos de los
oligonucledtidos son complementarios al plasmido original luego de ser digerido por Notl y Pstl.
La secuencia de los oligos se indica en la Tabla I.

Tabla I: Secuencias de oligos utilizados.

Oligonucleotidos Secuencia
CGX6 sentido 5-GGCCGCGCGCGCGCGCGCGCGGAGGACAGTCCTCCGCGGACCTGCA-3
CGX6 5 .GGTCCGCGGAGGACTGTCCTCCGCGCGCGCGCGCGCGC-3’
Antisentido
CGX16 Sentido 5. GGCCGCGCGCGCGCGCGCGCGCGCGCGCGCGCGCGCGCG
CGGAGGACAGTCCTCCGCGGACCTGCA -3°
CGX16 5-GGTCCGCGGAGGACTGTCCTCCGCGCGCG
Antisentido CGCGCGCGCGCGCGCGCGCGCGCGCGCGCGCGE-3’
TGX6 5 -GGCCGCGTGTGTGTGTGTGCGGAGGACAGTCCTCCGCGGACCTGCA-3’
Sentido
TGX6 5 GGTCCGCGGAGGACTGTCCTCCGCACACACACACACGC-3’
Antisentido
TGX16 5 -GGCCGCGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTG
Sentido TGCGGAGGACAGTCCTCCGCGGACCTGCA-3’
TGX16 5 -GGTCCGCGGAGGACTGTCCTCCGCACA
Antisentido CACACACACACACACACACACACACACACGC-3’

- Subrayada la secuencia de union de Gal4.

Los oligonucledtidos fueron resuspendidos en solucion Tris-EDTA (TE) pH 8.0 a una
concentracion final de 100 uM. Luego se realiz6 la hibridizacion de oligos con aproximadamente
1.0 ug de cada oligonucle6tido (sentido y antisentido).

Los oligonucleotidos doble hebra, fueron clonados en los pldsmidos pGEM3Z/601-42-
Gald (para X16) y pGEM3z/601-22-Gal4 (para X6), los cuales poseen el sitio 601 o secuencia
posicionadora de nucleosoma 601 (Lowary P.T y Widom J., 1998). Se digirieron ambos
plasmidos con las enzimas de restriccion Not | (NEB) y Pstl (NEB). Luego de la digestion se
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realiz6 una electroforesis para purificacion desde el gel del plasmido digerido, utilizando QIAEX
I Gel extraction kit (QIAGEN), segun instrucciones del fabricante.

Luego, se realizo la ligacion de los insertos en el plasmido digerido (ver insertos en Tabla
N°1) utilizando una relacion oligonucleétido plasmido de 2:1 y enzima ligasa (T4 DNA ligasa,
NEB) (Fig.6). Con las reacciones de ligacion se transformaron bacterias E.coli DH5alfa por el
método de shock térmico (Sambrook and Russell).

Colonias resistentes a ampicilina fueron sometidas a lisis alcalina (Birnboim y Doly, 1979)

para el analisis de plasmidos recombinantes por enzimas de restriccion.

2.2. -Purificacién de clones positivos y secuenciacion:

Los clones positivos obtenidos segun el ensayo de restriccion (Ver Fig.12 seccion 3.2.2),
fueron purificados usando PLASMID Mini Kit Il (EZNA). Finalmente los clones positivos
fueron confirmados mediante secuenciacion automatica (Genytec, Santiago de Chile).

Para el caso de los estudios enfocados en la distancia entre nucleosoma y el sitio de union
del factor de transcripcion, nuestro laboratorio contaba previamente con los clones
pGEM_601 8 Gal4, pGEM 601 22 Gal4 y pGEM 601 42 Gal4. Estos plasmidos contienen la
secuencia posicionadora del octdmero de histonas denominada 601 y también se encuentra
presente la secuencia de unidn para el factor de transcripcion Gal4. Entre ellos se diferencian en
el nimero de pares de bases entre la secuencia 601 y el sitio de union para Gal4, que son 42, 22 y
8 pb (ver Fig.7).

2.3. - Marcaje radiactivo:

2.3.1 Marca extremo 5’ de partidor:

Cada partidor de ADN a utilizar fue marcado con **P por medio de PCR. Primero se realizé el
marcaje del extremo 5’ de cada partidor sentido a utilizar en las PCR con 125 U de T4
Polinucleétido Kinasa (NEB), 7.7 uL de [y**P] ATP 10 uCi/uL, solucién T4 PNK 1X y 25
pmoles de oligonucle6tido en un volumen de 25 uL. En todos los casos se utilizé el partidor
5p_601Lat pGEM (Tabla I1). La reaccion se detuvo con 0.02M (concentracion final) de EDTA
luego de haber incubado 30 minutos a 30°C. El oligonucle6tido marcado se purificé con columna
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Fig.6. Vector utilizado para subclonamienos y modelo de probadores con tendencia a
estructurarse como ADN-Z. (A) Plasmido pGEM-3z/601-Gal4 utilizado para sub-clonamientos.
Se digirio con la enzima Notl y Pstl en todos los casos. (B) Ligacion con los oligonucle6tidos
previamente disefiados con sitios complementarios al pldsmido original digerido con Notl y Pstl
(en azul). (C) Resultado de la ligacion de los insertos. (D) Probadores luego de PCR y

reconstitucion hacia mononucleosomas.
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Probadores nucleosomales de distinto tamarfio Probadores nucleosomales del mismo

tamano.
601-8-Gald-30 (202 ph) 601-8-Gald-44 (216 ph)
Secuencia posicionadora de nucleosoma 601 — Secuencia posicionadora de nucleosoma 601 , . .
147 pb 8pb17pb 30pb 147pb 8pb17pb 44pb
601-22-Gald-30 (216 pb) 601-22-Gald-30 (216 pb)
Gal4
Secuencia posicionadora de nucleosoma 601 L . Secuencin posicionadora de nucleosoma 601
147pb 22pb 17pb  30pb 147pb 22pb 17pb 30pb
601-42-Gald-30 (236 pb) 601-42-Gal4-10 (216 pb)
Gal4 Galé
- [
_ Secuencia posicionadora de nucleosoma 601 P i Secuencia posicionadora de nucleosoma 601 m i —
147pb 42pb 17pb 30pb 147pb 42pb 17pb10pb

Fig.7. Disefio esquematico de los probadores nucleosomales utilizado para evaluar el efecto
de la distancia entre un nucleosoma y el sitio de union de Gal4. El probador 601-22-Gal4- 30
es exactamente el mismo en ambos columnas y s6lo se incluye dos veces con fines de permitir la

comparacion con los demés probadores de cada columna.
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Sephadex G-25 (Roche). Luego, la muestra se sometié a precipitacion regular con etanol (adicion
de 2.5 volumenes de etanol absoluto frio y 0.1 voliumenes de acetato de sodio 3 M pH 5.2 a -20°C
por 2 horas, luego de la incubacion la muestra fue centrifugada a 16.000 g por 10 minutos a 4°C,
se elimina el sobrenadante, luego se lavo el pellet con 400 uL de etanol 70% frio; centrifugacion
igual a la anterior; eliminacion sobrenadante y secado de etanol residual con el tubo destapado).

Finalmente el oligonucledtido se resuspendi6 en agua.

2.3.2 PCR radiactiva (Tabla I1):
Para los ensayos del efecto de la distanscia entre el nucleosoma y el sitio de unién, los

productos de PCR fueron obtenidos a partir de los plasmidos pGEM_601 42 Gal4,
pGEM 601 22 Gal4 y pGEM _601 8 Gal4. Para el caso del ADN-Z, los productos de PCR
fueron obtenidos a partir de los clones CGX6 y CGX16.

Las reacciones de PCR se realizaron con 2.5 ng de ADN, 1.25 U de enzima Paqg 5000
(Stratagene), solucion Pag 5000 1X, 25 pmoles de ambos partidores, 0.2 mM de cada dNTP en
un volumen de 50 uL.

El programa utilizado fue el siguiente: 95°C por 4 minutos; 30 ciclos de amplificacion,
consistentes cada uno en denaturacion a 95°C por 30 segundos, alineamiento a 55°C de por 30
segundos y 72°C por 30 segundos de elongacion con una elongacién final a 72°C por 10 minutos.
Los productos de PCR fueron purificados por columnas Sephadex G-50. Los eluatos fueron
sometidos a una precipitacion estandar con etanol (seccion 2.3.1). Las muestras fueron
resuspendidas en 10uL de Tris EDTA (TE) pH 8.0 filtrado.

Luego se realizd una electroforesis en gel de agarosa al 1% vy se purificd con Kit QIAEX
Il (QIAGEN). Se obtuvieron dos eluciones con 50 uL cada una de solucion TE pH 8.0. Luego se
les agregd 0.1 volumen de acetato de sodio 3M pH 5.2 y se realiz6 la precipitacion con etanol
descrita previamente. Luego de haber secado los precipitados, se resuspendieron en 10-20 uL
solucion TE pH 8.0 filtrado.

Para cuantificar cada segmento generado se sometid una alicuota a electroforesis en gel de
agarosa al 1% y se compard la intensidad de la muestra con la intensidad del marcador de Gel
tamafio NEB 100pb ladder, utilizando la banda de 200 pb de este marcador como referente y
utilizando el software UN-SCAN IT version 6.1.
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Luego una alicuota de los fragmentos se analizo por electroforesis en gel de acrilamida/bis

(40:1) al 5 % para verificar la integridad del ADN. Se corrié a 200 Volts por 3 horas a 4°C con

solucion TBE 0.3X. El gel se seco por 2 horas, se expuso a placas Phosphorscreen y la imagen

fue obtenida utilizando el equipo Molecular Imager FX (BIORAD).

Tabla I1: Partidores utilizados en las reacciones de PCR.

Producto de PCR Partidores Tamanio
producto de
PCR (pb)
Para todos los Sentido: 5 -ACAGGATGTATATATCTGACACGTGCCTGG-3’ -
fragmentos (partidor
5p_601Lat_pGEM)
601_8_Gal4_44 Antisentido: 5’-GACTCATAAGATATCACAGTGGA-3’ 216
601_22 Gal4_30 Antisentido: 5’-GGACGTCCGTACGTTCGAACTCATAA-3’ 216
601_42_Gal4_10 Antisentido: 5’- GTCAGGAGGCGCCTGGACGT-3’ 216
601_8_Gal4 30 Antisentido: 5’-GGACGTCCGTACGTTCGAACTCATAA-3’ 202
601_42_Gal4_30 Antisentido: 5’-GGACGTCCGTACGTTCGAACTCATAA-3’ 236
601_22Z Gal4 Antisentido: 5’-GGACGTCCGTACGTTCGAACTCATAA-3’ 216
601_42Z_Gal4 Antisentido: 5’-GGACGTCCGTACGTTCGAACTCATAA-3’ 236
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2.4. - Reconstitucion de mononucleosomas:

Se realizd una mezcla inicial con 0.5 pmoles de ADN marcado, 1.5 ug de
oligonucleosomas cortos (SON, por el inglés Short oligonucleosomes), 1M de NaCl y tampdn de
dilucion (10 mM Tris-Cl pH 7.4; 1 mM EDTA; 0.5mM PMSF; 5mM DTT) en un volumen de
12.5 uL. Bajo estas condiciones las histonas de los oligonucleosomas se disocian. Luego se
incubaron las muestras a 37°C por 20 minutos. A continuacion se realizaron diluciones sucesivas
de la mezcla con el tampdn de dilucion hasta alcanzar concentraciones finales de NaCl de 0.8,
0.6, 0.4 y 0.2M. Entre diluciones se incubé la mezcla a 30°C por 20min. Después se agregd
solucion de dilucion final (10 mM Tris-Cl pH 7.4; 1 mM EDTA; 0.5 mM PMSF; 5 mM DTT,;
0.1% NP-40; 20% Glicerol; 200 ug/mL BSA) y se incub6 por 20 minutos a 30°C quedando una
concentracion salina de 0.1M en un volumen de 125 uL (Fig.8). En paralelo se realizaron
reconstituciones nucleosomales negativas como controles. En éstas se agregd oligonucleosomas
cortos sblo después de la ultima dilucion. Luego se realizd una electroforesis en gel de
poliacrilmida (40:1) al 5% para verificar la reconstitucion. La electroforesis se realiz6 a 200 volts
por 3 horas a 4°C con Buffer TBE 0.3X. Se expuso el gel seco a Phosphorscreen y se visualizo
en el equipo Molecular Imager FX.

2.5. — Purificacion Gal4-VP16 y Gal4-DBD:

2.5.1 Crecimiento de Bacterias:

Se utilizaron bacterias BL21 (DE3) pLys previamente transformadas con el plasmido
pET28a que dirige la expresion de las proteinas Gal4-VP16 y Gal4-DBD fusionadas con cola de
histidinas. Se crecieron las bacterias entre 12 y 16 horas en placas con medio Luria Bertani (LB)
y 10ug/mL de kanamicina y cloranfenicol a 37°C. Se seleccion6 una colonia y se dejé creciendo
en un tubo con 5 mL de medio LB con 10 ug/mL de kanamicina durante 12 a 16 horas a 37°C.
Luego se inocul6 200 mL de medio LB en una razén de 1:100, incubando a 28°C hasta llegar a
una absorbancia de 0.6-0.8. Después se adiciond IPTG 0.1 mM y se continué durante 2 horas.

Finalmente se centrifug6 a 5000 g por 10 minutos (4°C) para obtener el pellet.
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2.5.2 Lisis bacteriana v purificacion por afinidad.

El pellet bacteriano se resuspendio en 10 mL de solucion de lisis (50mM de NaH,POy;
300 mM NaCl; 20 mM Imidazol; pH 8.0). Luego se realizaron 4 ciclos de sonicacién de 20
segundos, con 40% de amplitud y con 20 segundos de descanso en hielo cada uno. Después se
centrifugd a 8000 g dos veces a 4°C por 15 minutos.

Para las purificaciones de las proteinas Gal4-VP16 y Gal4-DBD, se utilizaron 200 uL de
resina Ni-NTA (QIAGEN) que primero fue tratada con 200 uL de solucion de lisis sin
inhibidores de proteasa y luego con 200 uL de buffer de lisis con inhibidores de proteasa al 1x
(PMSF 0.5 mM, Inhibidor de tripsina 10 ug/mL, TPCK 7 ug/mL, Pepstatin A l1ug/mL, Leupeptin
5 ug/mL). Luego se incubo el sobrenadante obtenido de la centrifugacion por 40 minutos con la
resina a 4°C en columna. Luego se dejo pasar y se volvio a poner en contacto con la resina. La
resina fue traspasada a un tubo y se realizaron 5 lavados con 400 uL de solucion de lisis
conteniendo 10mM de imidazol, 2 lavados de 400 uL de solucion conteniendo 50 mM de
imidazol y 5 eluciones de 200 uL con 100 mM de imidazol. En todos los casos se realiz6 una
incubacion previa con la solucién y resina de 5 minutos a 4°C en rotacion. Luego se realizd una
centrifugacion a 3400 g por 10 segundos. Se obtuvo el sobrenadante el cual fue guardado en
presencia de inhibidores de proteasa al 1x y glicerol al 15%.

2.5.3 Andlisis de purificacion:

La purificacién se analizé por electroforesis en gel de poliacrilamida 12% (30:1) en
presencia de dodecil sulfato sédico (SDS). Las condiciones de corrida fueron entre 100-150 Volts
(solucidn de corrida 25mM Tris-HCI pH 8.3; 250 mM glicina y 0.2% SDS). Las muestras fueron
desnaturalizadas previamente con solucion Laemmli 2X (125mM Tris-HCI pH 6.8; 200mM
DTT; 6% SDS; 0.05% bromofenol azul y 20% glicerol), calentando a 95°C y luego fueron
sembradas.

Para visualizar las bandas en el gel se realizé una tincion con azul de Coomassie.
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2.5.4 Inmuno-deteccion de Gal4-\VVP16 mediante western-blot:

Se realizd un gel de poliacrilamida (30:1) al 12% en presencia de SDS para separar las
proteinas y luego fijarlas en una membrana de nitrocelulosa (Hybond C, Promega) mediante
transferencia himeda a 300 mA por dos horas (solucién de transferencia 48 mM Tris-HCI pH
9.2; 39 mM glicina; 20% metanol).

La membrana de nitrocelulosa se bloqued con leche descremada al 5% en PBS1X- Tween
20% (1X) durante 1 hora y luego se hicieron 3 lavados con PBS-Tween 1X de 3 minutos cada
uno. Luego se incubd durante 1 hora en agitacion suave con el anticuerpo primario de clase 1gG
anti- His de conejo (Santa Cruz, N° de catdlogo sc-804) en PBS-Tween 1X, en una dilucién
1:2000. Posterior a realizar 3 lavados con PBS-Tween 1X de 3 minutos cada uno, la membrana
fue incubada con el anticuerpo secundario Anti- Inmunoglobulina de conejo proveniente de cabra
(Santa Cruz, N° de catalogo sc-2004) con una dilucion 1:10000 en PBS-Tween 1X por una hora
con agitacion suave. Se realizaron los lavados nuevamente y se procedid a revelar con kit de
quimioluminiscencia (Pierce ECL, Thermo Scientific) y se expuso la membrana a film (Kodak)

durante 1 minuto.

2.6.- Ensayos de union de proteina-ADN, proteina-nucleosoma de formacion de complejos

ternarios:

2.6.1 Ensayos de unién de Gal4-VP16 a mononucleosoma o ADN vy ensayos de unién Gal4-DBD

al nucleosoma:

Estos ensayos consistieron en mezclar 10 fmoles de mononucleosoma marcado o 10
fmoles de mononucleosoma no reconstituido marcado (ver seccion 2.4), con 8.4 uL buffer de
remodelacion (HEPES 20 mM pH 7.9; KCI 70 mM; PMSF 0.5 mM; DTT 2mM; NP-40 0.05%;
Glicerol 10%; BSA 100 ug/mL; MgCl, 9.5 mM; agua), Buffer SWI/SNF (10 mM Tris-Cl pH 8.0;
EGTA 2 mM pH 8.0; PMSF 0.5 mM; DTT 1 mM; Imidazol 1 mM; NP-40 0.1%; Mg(CHCOO;),
1mM; Glicerol 10%; NaCl 150 mM vy agua), y Gal4-VP16. Como control se utilizaron las
muestras sin Gal4-VP16. Las muestras se incubaron por 30 minutos a 30°C. Se analizaron por
electroforesis en un gel no denaturante de poliacrilamida al 5% (40:1) y se expuso en

Phosphorscreen y se visualizo en equipo Molecular Imager FX.
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2.6.2 Reclutamiento de ySWI/SNF por Gal4-VP16:

Se realiz6 con 10 fmoles de nucleosoma marcado, 20 nM de Gal4-VP16, 8.4 uL de
solucién de remodelacion (Hepes 20mM pH 7.9; KCI 90 mM, PMSF 0.5mM; DTT 2 mM; NP-40
0.05%; Glicerol 10%; BSA 100 ug/mL; MgCl, 9.5 mM y agua), 200ng de oligonucleosomas
cortos (SON). Esta mezcla se incubd por 20 minutos a 30°C (paso de preunion). Luego se agrego

1nM de complejo remodelador SWI/SNF (o solucion SWI/SNF como control del reclutamiento)
y se incubd por 30 minutos a 30°C. Los resultados se analizaron por electroforesis en gel no
denaturante de poliacrilamida al 4% (60:1). Los geles fueron secados al vacio y expuestos a
Phosphorscreen o filmes radiograficos Kodak.

2.7.- Ensayo de Remodelacion:

Este ensayo se realizO como lo descrito en la seccion 2.6.2 con las siguientes
modificaciones: se utilizaron 7.9 uL de solucién de remodelacion, 2mM de ATP y 200ng de
SON. Luego de la incubacion con el complejo SWI/SNF viene la etapa de remocion del
complejo y del factor de transcripcion Gal4-VP16 o Gal4-DBD utilizando una mezcla con los
siguientes componentes: 0.5 ug de oligonucleosomas largos (LON) provenientes de células HeLa
y 0.75 ug de ADN de esperma de salmon y 41.7 uM de oligonucle6tido al cual se une Gal4. Se
incubd por 20 minutos a 30°C. Las remodelaciones se analizaron por electroforesis en gel de
poliacrilamida al 5% (40:1) no denaturantes con buffer TBE 0.3X a 200 Volts a 4°C. Los geles

fueron secados al vacio y expuestos a Phosphorscreen o filmes radiograficos Kodak.
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3.- RESULTADOS.
3.1 Purificaciones de proteinas (Gal4-VP16 y Gal4-DBD) y analisis de union al nucleosoma.

Para poder realizar los ensayos de remodelacion de cromatina, se necesitd purificar el
factor de transcripcién quimérico Gal4-VP16 que puede reclutar el complejo ATP-dependiente
SWI/SNF. Por otro lado también se necesita su control Gal4-DBD, el cual consta s6lo del
dominio de unién al ADN de la proteina Gal4, por lo que no recluta a SWI/SNF (Gutiérrez J.L., y
col., 2007).

3.1.1 Purificacién, western-blot y unién de Gal4-VP16: Este factor de transcripcion quimérico se

obtuvo a partir de bacterias y fue purificado a través de una resina de niquel. Luego se analizaron
los eluatos correspondientes mediante SDS-PAGE. Mediantemtincién con azul de coomasie, el
factor de transcripcion se observa con una pureza (superior al 40%) y un tamafio aparente de
30kDa (Fig.9A). En la Fig.9B se confirma la identidad de Gal4-VP16 mediante western-blot,
utilizando un anticuerpo dirigido al epitope His de la proteina recombinante.

En la Fig.9C se observa que todas las eluciones del factor de transcripcion Gal4-VP16
previamente purificado se unen al probador nucleosomal 601-22-Gal4-30 y que esta union
aumenta con la concentracion de la proteina. Se selecciond la elucion 4 para realizar los ensayos

posteriores a una concentracion de 20nM de la proteina.

A lo largo de esta tesis en los distintos ensayos de unién a probadores nucleosomales y de
remodelacion se utilizaron dos condiciones diferentes estrictez, denominados baja y alta estrictez.
Baja estrictez se refiere a una concentraciéon de oligonucleosomas frios (SON) de 2ng/uL (30 ng
totales de SON). La presencia de estos SON se debe a su presencia en el probador nucleosomal.
Alta estrictez se refiere a la presencia de 200ng de SON, adicionales a los 30 ng provenientes de
la reconstitucion del mononucleosoma, lo que entrega 230 ng totales en cada reaccion (15 ng/ulL,
por realizarse las reacciones en un volumen de 15 uL). La utilizacion de alta estrictez tiene como
objeto evitar la union directa de SWI/SNF al probador nucleosomal que, en estos casos debera ser
reclutado al probador por parte de Gal4-VP16 para lograr interaccion con el nucleosoma.
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Fig.9. Analisis de la purificacion de Gal4-VP16, verificacion por western-blot y union a su
secuencia diana. (A) Analisis electroforético de eluciones obtenidas de purificacion de Gal4-
VP16 por columna Ni-NTA desde sistema de expresion procarionte (SDS-PAGE 12%).E1 a E5
corresponden a los eluatos de la purificacion. Se observa que Gal4-VP16 migra
aproximadamente a los 30 kDa. Se utilizaron concentraciones crecientes de BSA para
cuantificacion. (B) Western-blot con anticuerpo primario de conejo anti-His (Santa Cruz). Se
sembraron las distintas eluciones obtenidas de la purificacion y se verifico la presencia de Gal4-
VP16 en las eluciones obtenidas. (C) Union de las distintas eluciones de Gal4-VP16 al
mononucleosoma reconstituido 601 22 Gal4 30. Se verifico la union de las distintas eluciones
previamente cuantificadas. Se probaron las concentraciones 10 y 15 nM.
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3.1.2 Purificacién y unién de Gal4-DBD:

Se analizaron los eluatos obtenidos con 100mM de imidazol. El tamafio de Gal4-DBD es de
aproximadamente 18 kDa y migra cercano a los 21,5 kDa (Fig.10A). En la Fig.10B se observa la
uniéon de la proteina a distintos mononucleosomas de igual extension total (601 8 Gal4 44,
601_22 Gal4_30, 601_42_Gal4_10). Se observa que la elucion 1 es la Unica que une cerca de
todo el probador nucleosomal. Se selecciond la elucion 1 para los ensayos posteriores a 10nM de

proteina.
3.2.-Obtencion de probadores mononucleosomales.

3.2.1 Obtenciéon de probadores para el estudio del efecto de la distancia un nucleosoma

posicionado v el sitio de unién a Gal4.

Los segmentos de ADN generados para estudiar este efecto fueron reconstituidos
mediante transferencia de octdmero (ver metodologia 2.4). Como se observa en la Fig.11, se
obtuvo un alto porcentaje de reconstitucion con estos segmentos de ADN. La seccion 3.3.2
aborda los fundamentos que llevaron a definir estos distintos probadores.

Se describe previamente en metodologia como se obtuvieron estos mononucleosomas (Fig.11).

3.2.2 Obtencién de sustratos nucleosomales que contengan secuencias con tendencia a

estructurarse como ADN-Z.

Para poder realizar los ensayos de remodelacion y ver el efecto de secuencias con
tendencia a estructurarse como ADN-Z se realizaron dos sub-clonaniemtos, uno con la secuencia
CG repetido 6 veces (mas tres repeticiones CG que son del plasmido original, siendo CG repetido
9 veces) entre el sitio de posicionamiento de nucleosomas y el sitio de unién de Gal4
(601_22Z Gal4) y otro con la secuencia CG repetido 16 veces (méas dos repeticiones de CG que
son del plasmido original, siendo CG repetido 18 veces) entre el sitio de posicionamiento de
nucleosomas y el sitio de union de Gal4 (601 _42Z Gal4). Con ellos, luego de reconstituir, se
obtuvieron los sustratos nucleosomales para realizar los ensayos de actividad catalitica de
eviction (Ver Fig.6 seccion 2.1)
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Fig.10. Gel SDS-PAGE de las etapas de purificacion de Gal4-DBD y unién a su secuencia
diana. (A) Andlisis electroforético de eluciones obtenidas de purificacion de Gal4-DBD por
columna Ni —NTA desde sistema de expresion procarionte (SDS-PAGE, 12%). Se sembraron
alicuotas de los eluatos obtenidos. Se observa que Gal4—DBD migra aproximadamente a los 21,5
kDa. Se utilizaron concentraciones crecientes de BSA para cuantificacion. E1: Elucién 1; E2:
Elucion2; E3: Elucion 3; E4: Elucion 4; E5; Elucion 5. MW: Marcador de peso broad range de
BIO-RAD. Se utiliz6 Gal4-VP16 como control de migracion. (B) Unidn de las distintas eluciones
de Gal4-DBD a distintos mononucleosomas reconstituidos. Se verifico la union de las eluciones
1, 2 y 3 previamente cuantificadas. Se prob6 la concentracion 10nM. E1: Elucién 1; E2:
Elucién2; E3: Elucidn 3; -: Sin Gal4-DBD.
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Fig.11. Migracion de probadores nucleosomales utilizados para evaluar el efecto de la
distancia entre un nucleosoma y el sitio de unién de Gal4 en gel de poliacrilamida
denaturante. Se sembraron mononucleosomas del mismo tamafio (Nuc8: 601 8 Gal4 44;
Nuc22:601_22 Gal4_30; Nuc42: 601 42 Gal4 10) y de diferentes tamafios (Nuc8:
601 8 Gal4_30; Nuc22: 601 22 Gal4_30; Nuc42: 601 _42 Gal4_30). &=—: Patron de
migracion del nucleosoma no remodelado; ADN: Patron de migracion del ADN.
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- Subclonamientos para construcciones de ADN-Z y secuenciacion:

Primero se realizaron ensayos de restriccion para confirmacion de clones positivos. En la
Fig.12 se observan los dos clones obtenidos tras la ligacion de oligonucleétidos CGX6 o CGX16.
En ningun clon digerido (D) se observa una banda entre 200pb-300pb, lo cual es lo correcto en el
caso de clones recombinantes, ya que sélo en los plasmidos originales estan presentes los dos
sitios de corte de las enzimas indicadas en la Fig.12. En los controles sin digerir (SD) tampoco se
observa banda entre estos pesos moleculares, lo cual es correcto. En el control positivo digerido
(C+D) si se observa banda entre 200 y 300pb, que es lo que se observaria si un clon es negativo.
Estos clones fueron secuenciados y los resultados se presentan en la Fig.13B.

- Estandarizacién de PCR:

En la Fig.13B se observan los productos de PCR para cada uno de los clones que contienen la
secuencia 601, el inserto con repeticion CG y la secuencia de union del Gal4. El producto
esperado para 601 227 Gal4 (216pb) es de menor tamafio que para 601_42Z Gal4 (236pb), pero

las bandas se ven del mismo tamafio.

Hacia el extremo 3’ del sitio Gal4 existen 30 pb para ambas construcciones. De esta manera
al existir distintas distancias entre el sitio 601 y Gal4, implica que estos dos segmentos seran de
distinta extension. Cada uno de estos segmentos tendrd un control de igual extension sin

secuencia CG.

- Andlisis de los segmentos de ADN gue contienen repeticiones CG:

En la Fig.14A se muestra el analisis por electroforesis en gel de poliacrilamida no denaturante de
las PCR radiactivas para las secuencias con tendencia a formar ADN-Z luego de realizar las
respectivas purificaciones (ver metodologia seccion 2.3.2). Se observan varias bandas a
diferencia de lo observado en gel de agarosa en que se obtiene una sola banda.

Luego de lo sucedido con la PCR radiactiva se procedié a analizar si el buffer de
condiciones finales de reconstitucion (BCFR) tendria algun efecto sobre las secuencias con
tendencia a estructurarse como ADN-Z en una PCR no radiactiva. También se sembraron las
muestras en agua con solucién de carga pero no se observé ninguna diferencia (Fig.14B). Estos
resultados sugieren la posibilidad de tener productos de PCR inespecificos con pequefias
diferencias de
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pb CGx6D CGx6SD CGx16D CGxi6sD C+D C+SD

e

300pb
200pb

Fig 12. Confirmacion de clones positivos por ensayos de restriccion. Confirmacion de clones
positivos por ensayos de restriccion con enzimas con EcoRI-EcoRV (CGX6) y EcoRI-Xhol
(CGX16) en electroforesis en gel de agarosa al 1%. Se sembraron 400ng de ADN plasmidial
purificado. Los 4 clones D se sembraron en el siguiente orden: CGX6, CGX16, cada uno con su

control SD. pb: pares de bases; D: digerido; SD: Sin Digerir; C+: Control positivo pPGEM32/601-
Gal4; C+SD: plasmido original sin digerir.
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Fig.13. Secuenciacion y PCR para clones con inserto 601_22Z Gal4 (CGX6) y 601-
_427 Gal4 (CGX16). (A) Electroferograma de de secuencias de clones positivos. Clon CGX6
(con segmento 601_22Z Gal4) se secuenci6 su hebra sentido, para el clon CGX16 (con segmento
601_42Z Gal4) se secuencio su hebra anti sentido. La regidn correspondiente a la repeticion CG
se destaca en rectangulo azul y la regidn del sitio de union de Gal4 se destaca en rectangulo rojo
(B) Producto de PCR correspondiente a los segmentos CGX6, CGX16 que contienen secuencia
601, insertos y secuencia de union de Gal4 analizados por electroforesis en gel de agarosa al 1%.
Se carg6 1uL del producto de PCR de cada uno de los clones. Pb: Pares de bases (Marcador de
peso 2log, NEB).
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tamafio respecto del producto deseado, o bien que la repeticion CG estuviese afectando la
migracion del producto de PCR. Por lo anterior se decidid purificar desde gel de poliacrilamida
las bandas de mayor migracion. Luego de ser purificados, estos segmentos de ADN fueron
incubados a 95°C por 5 minutos para ser denaturadas, enfriados lentamente y luego se volvié a
analizar las muestras por electroforesis en gel de poliacrilamida al 5% y El tincién con bromuro
de etidio. En el mismo gel fueron sembrados los productos de PCR sin purificar y aquellos que
fueron denaturados a 95°C. Se observé que al calentar las muestras aparecen bandas de
migraciéon menor en todos los casos, lo que daba indicios de los fragmentos anteriormente
observados correspondian a otras conformaciones del ADN.

Luego de saber que las distintas bandas finalmente se pueden generar por el mismo
fragmento de ADN, se procedi6 a realizar el marcaje radiactivo de los fragmentos con tendencia
a estructurarse como ADN-Z y se purificaron las bandas previamente seleccionadas para poder
reconstituir a mononucleosoma.

Se analizo el efecto salino sobre las secuencias con tendencia a estructurarse como ADN-
Z ya marcadas radiactivamente (Herbert A y Rich A., 1999). Se sembraron muestran en BCFR
sin NaCl y con 0.1M de NaCl. En la Fig.15B se observan bandas mas difusas en las condiciones
sin NaCl 0.1M que en las condiciones con NacCl.

3.3.- Determinacion del efecto de la extension del ADN entre el sitio de union de Gal4 y el
nucleosoma sobre la accion remodeladora del complejo SWI/SNF.

3.3.1 Efecto de la distancia entre el sitio de unién de Gal4 y un nucleosoma en el reclutamiento
de SWI/SNF dado por Gal4-VP16.

Primero se quiso analizar el reclutamiento de SWI/SNF al nucleosoma por Gal4-VP16.
En la Fig.16 se observa la union de Gal4-VP16 al nucleosoma y el reclutamiento de SWI/SNF.
En todos los probadores nucleosomales Gal4-VVP16 se une en el mismo grado. Se observa que el
reclutamiento de SWI/SNF por Gal4-VP16 va en aumento a medida que aumenta la distancia
entre el nucleosoma y el sitio de unién para Gal4.
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Fig.14. Andlisis de los segmentos de ADN que contienen repeticiones CG en geles no
denaturantes de acrilamida (5%, 40:1). (A) Luego de purificar las PCR radiactivas, fueron
analizadas en gel no denaturante. Las muestras fueron cargadas con buffer de condiciones finales
de reconstitucién (10 mM Tris-Cl pH 7.4; 1 mM EDTA; 0.5 mM PMSF; 5 mM DTT; 0.05%
NP40; 10% Glicerol; 100 ug/mL BSA; 0.1 M NaCl). Los segmentos de ADN sembrados son
601 227 Gal4, 601 42Z Gal4 y ADN control que corresponde a la secuencia de ADN
601 22 Gal4. (B) Se analizaron los productos de PCR no marcados radiactivamente en gel de
poliacrilamida no denaturante y tefildo con bromuro de etidio. Se analizaron las muestras de
ADN 601_227 Gal4 y 601 _42Z Gal4 con agua en presencia de buffer de carga para ADN y con
buffer de condiciones finales de reconstitucion (B.C.F.R).
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Fig.15. Propiedades de segmentos de ADN conteniendo regiones de repeticiones CG geles no
denaturantes de acrilamida (5%, 40:1). (A) Efecto la temperatura. El panel de la izquierda
corresponde a productos de PCR sin purificar y el de la derecha a ADN purificado desde gel de
poliacrilamida. En donde se indica, se hizo tratamiento con temperatura como se detalla en el
texto. CGX6: PCR 601 227 Gal4; CGX6 T°: PCR 601 _22Z Gal4 sometido a 95°C; CGX16:
PCR 601 42Z Gal4; CGX16 T°: PCR 601 42Z Gal4 sometido a 95°C; B.S CGX16: Banda
superior 601_42Z Gal4 purificada; CGX16 B.S T°: Banda superior 601 42Z Gal4 purificada
sometida a 95°C; CGX16 B.I: Banda inferior 601_42Z Gal4 purificada; CGX16 B.lI T°: Banda
inferior 601 _42Z Gal4 purificada sometida a 95°C; pb: Marcador de peso 100 pb NEB. (B)
Analisis del efecto salino sobre los fragmentos marcados radiactivamente con tendencia a
estructurarse como ADN-Z marcados radiactivamente. Se sembraron estos fragmentos en buffer
de condiciones finales de reconstitucion sin NaCl (S/NaCl) y en buffer de condiciones finales de
reconstitucion con NaCl 0.1M (C/NaCl).
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Fig.16. Efecto de la distancia entre el sitio de union de Gal4 y un nucleosoma en el
reclutamiento de SWI/SNF dado por Gal4-VP16. Se utilizaron los arreglos nucleosomales de
distinto tamafo. Los mononucleosomas utilizados son 601 8 Gal4 30, 601 22 Gal4 30,
601 42 Gald 30. Los ensayos fueron realizados en condiciones de alta estrictez. El analisis
electroforeético se realizd en gel de poliacrilamida 4% (60:1). &—: Patron de migracion del

nucleosoma no remodelado; ADN: Patron de migracion del ADN.
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3.3.2 Efecto de la distancia entre un nucleosoma v el sitio de unién de Gal4 en la remodelacién

de cromatina ATP-dependiente:

En las figuras 17A y 17B se utilizaron los arreglos nucleosomales del mismo tamafio (216pb)
para analizar el efecto de la distancia en la remodelacion. A medida que aumenta la distancia
entre el nucleosoma y el sitio de union de Gal4, disminuye la actividad catalitica de eviction (%
eviction ). En la Fig.17B se observa que sélo en presencia simultanea de Gal4-VP16 y SWI/SNF
hay actividad catalitica de eviction. El porcentaje de eviction (ADN desnudo del monucleosoma
remodelado) se cuantificd con respecto a la intensidad de banda del nucleosoma sin remodelar
considerdndolo como el 100%. Si el probador sin ser sometido a remodelacion posee una cierta
cantidad de ADN desnudo, esta cantidad se resta a la cantidad de ADN desnudo obtenida en la

incubacion de remodelacion

Existe la posibilidad de que el mayor grado de remodelacién observado en el probador
601-8-Gal4-44 respecto de 601-42-Gal4-10 se deba a la menor extension de ADN
extranucleosomal presente corriente abajo del sitio Gal4 (44pb v/s 10 pb). No existen estudios
analizando posibles contactos que puede tener el complejo SWI/SNF con esta region de ADN, de
manera que esa posibilidad esta abierta. Por esta razon, se generaron probadores nucleosomales
que, manteniendo la distancia entre la secuencia de unién a Gal4 y el nucleosoma, tuvieran igual
extensién de ADN extranucleosomal corriente abajo de este sitio, o que hemos definido como
probadores de distinta extension de tamafio (601-8-Gal4-30, 601-22-Gal4-30, 601-42-Gal4-30)

En la Fig.17C se analiz6 la actividad remodeladora sobre los probadores nucleosomales de
diferentes tamarios. Se puede observar que la tendencia es la misma que en 17A: menor grado de

eviction a mayor distancia entre el nucleosoma y el sitio Gal4.

Todos estos ensayos se realizaron por triplicado repitiéndose la tendencia (Fig.17.D). La
diferencia del porcentaje de eviction entre el nucleosoma 601 22 Gal4 y 601 42 Gal4 es
significativa (P < 0.05).

36



' 601 8 Gal4 4? =()()I 22 Gal4 3ql F 6()17427(71![47101

001 8 Gald 44601 22 Gal4 ?2(2(‘1]17427(14147”)

A)

R — -+ SWI/SNF (1nM) B) Ay, DN, Nucleosoma ADN, Nucleosoma
T — SR Gal4-VP16 (20nM) L B A Gaa-vP16 20nM)
b= - - 4+ - - - + SWISNF(InM)
- - o
. - > —<
S wey w- -
- - - ADN
-~ ADN
10,7 8,7 2,6 Y%Eviction %Eviction
12,9 93 59
C)
6018 Gald_30 60122 Gal4_30601_42_Gald 30 D)

T SWI/SNF (InM)

T Gald-VP16 (20nM)
- T— Mismo tamafio (216 bp)

< s Pogs

3

5o —_—A

59 10f

P<0,05
*

viction (respecto 601_8_Gald_30)

Razén de e

314 28,0 18,5 %Eviction

Fig.17. Efecto de la distancia entre un nucleosoma y el sitio de unién de Gal4 en la
remodelacién de cromatina ATP-dependiente. (A) y (B): Ensayos de actividad eviction de
SWI/SNF para mononucleosomas del mismo tamafio. (C): Ensayos de actividad eviction de
SWI/SNF para mononucleosomas de diferentes tamafios. (D) Anélisis del grado de eviction
derivado de tres experimentos independientes realizados con cada set de mononucleosomas.
ADN: Patrén de migracién del ADN. % Eviction: Porcentaje de eviction para cada uno de los
nucleosomas. El céalculo del nivel de desensamble del nucleosoma (eviction) cuantifica el
porcentaje de ADN nucleosomal que es convertido a ADN desnudo. Si el probador sin ser
sometido a remodelacion posee una cierta cantidad de ADN desnudo, esta cantidad se resta a la
cantidad de ADN desnudo obtenida en la incubacion de remodelacion. &— : Migracion

o—
nucleosoma no remodelado; —©O: Migracion nucleosoma remodelado; ADN: migracién del
ADN.
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3.3.3 Evaluacién de la actividad catalitica de SWI/SNF en presencia de Gal4-DBD.

También se realizaron ensayos con Gal4DBD, el cual no tiene el dominio de activacion
(VP16). En este caso se observa s6lo sliding en condiciones estandar de estrictez, como ya se ha
descrito en otros trabajos, debiéndose a que la presencia de Gal4-VP16 facilita la interaccion con
el nucleosoma favoreciendo el eviction (Gutiérrez J.L. y col., 2007). Cabe mencionar que el
sliding es el principal efecto de SWI/SNF cuando se incuba el nucleosoma solo con este
complejo. En la Fig.18 se observa que la actividad catalitica de sliding es similar entre las
condiciones donde hay SWI/SNF y Gal4-DBD mas SWI/SNF.

3.4 Determinacién del efecto que la presencia de secuencias con tendencia a adoptar la
conformacion ADN-Z tiene sobre la accion remodeladora del complejo SWI/SNF.

3.4.1 Unién de Gal4-VP16 vy reclutamiento de SWI/SNF a monucleosomas con secuencias con

tendencia a estructurarse como ADN-Z.

Al igual que en el caso de las distancias, en el caso de la presencia de repeticiones CG nos
preocupaba que la observacion de un eventual nivel de eviction aumentado por estas secuencias
no estuviese dado por un mayor grado de unién de Gal4-VP16 a los probadores que contienen las
repeticiones y/o un mayor nivel de reclutamiento de SWI/SNF a estos probadores. Por esta razon
luego de reconstituidos los probadores nucleosomales, se procedié a revisar el nivel de unién de
Gal4-VP16 y el grado de reclutamiento del complejo remodelador En la Fig.19 se observa que la
union de Gal4-VP16 es igual para todos los arreglos nucleosomales y que la presencia de
secuencias con tendencia a estructurarse como ADN-Z no afectan la union de Gal4-VP16.

La Fig.20 muestra el andlisis de reclutamiento de SWI/SNF. El resultado muestra que,
como se esperaba, SWI/SNF es capaz de posicionarse en el nucleosoma solo en presencia de
Gal4-VP16. También se observa que en los mononucleosomas con secuencias de repeticion CG
el reclutamiento de SWI/SNF es menor que sus controles, aungque de todas formas detectable.

3.4.2 Efecto de las secuencias con tendencia a estructurarse como ADN-Z entre un nucleosoma y
el sitio de unién de Gal4 sobre la remodelacién de cromatina ATP-dependiente:

Una vez establecidos los patrones de union de Gal4-VP16 y reclutamiento de SWI/SNF a los

probadores nucleosomales con secuencias CG, se procedié a realizar ensayos de remodelacién
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para analizar si la presencia de estas secuencias poseen una influencia sobre el resultado de la
accion catalitica de SWI/SNF, respecto de controles con secuencias de ADN al azar entre el
nucleosoma y el sitio Gal4.
En la Fig.21A se comprueba que SWI/SNF tiene actividad catalitica de sliding por si solo. No se
ve diferencia de sliding entre los distintos mononucleosomas. Luego se realizaron ensayos de
remodelacion solo en presencia de Gal4-VP16, SWI/SNF y ambos para el mononucleosoma
601 22z Gal4 y su control 601 22 Gal4 _30. Se observa que s6lo en presencia de ambos hay
actividad catalitica de eviction observandose un aumento de eviction en el mononucleosoma que
tiene la secuencia con tendencia a estructurarse como Z.

No se pudieron realizar los ensayos eviction para el mononucleosoma 601 42Z Gal4.Este
ensayo fue realizado por triplicado dando una diferencia significativa del porcentaje de eviction
entre 601_22_Gal4_30y 601_227 Gal4 (Fig.21B).
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Nucleosomas de 216 pb, 2 mM ATP

601 8 Gald 44 601 22 Gald_30 601 42 _Gald_10

ADN Nucleosoma ADN  Nucleosoma ADN  Nucleosoma

_ _ + 4+ _ R —+ - - } b SWI/SNF (InM)
- - - } - - - t - - - t Gal4-DBD (10nM)

-l WwE e . . B - e AR VA w— ——

Pa— b ——ay ADN

Fig.18. Evaluacion de la actividad catalitica de SWI/SNF en presencia de Gal4-DBD.. Se
utiliz6é ADN y mononucleosoma de los fragmentos 601 8 Gal4_44, 601 22 Gal4 30,
601 42 8 en presencia (+) y ausencia (-) de Gal4-DBD y SWI/SNF; ADN: Migracion del ADN.
Este ensayo fue realizado a baja estrictez y analizado en electroforesis en gel de poliacrilamida al

@_
5% (40:1). ©&—: Migracion nucleosoma no remodelado. —©O : Migracién nucleosoma
remodelado.
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ADN 601 22_Gal4 30 601_227_Gal{601_42_Gald_3601 227 Gald
I I L T 1T 1

- - + - + -+ -+ Gal4-VP16 20nM

- - e o

' B . . E < G4-VP16/Nuc

ADN * v

Fig.19. Andlisis de union de Gal4-VP16 a probadores nucleosomales con contenido de
repeticiones CG. Se analiz6 la union del factor de transcripcion Gal4-VP16 al nucleosoma con
tendencia a formar ADN-Z. El ensayo fue realizado con alta estrictez y en presencia de 2mM de
ATP. ADN: Fragmento de ADN 601_22_Gal4_30; Mononucleosomas control: 601_22 Gal4_30
y 601 42 Gal4_30. Mononucleosomas con secuencias con tendencia a estructurarse como ADN-
Z:601 227 Gald y 601_42Z Gal4. La electroforesis se realizé en gel nativo de poliacrilamida al
5% (40:1). &—: Migracion mononucleosoma no remodelado; ADN: patron de migracion del
ADN.
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601_22_Gald_30601_227_Gal4 601_42_Gal4_30 601 _42Z_Gal4
' . . " + + Gal4-VP16 (20nM)
-+

SWI/SNF (1nM)

4+ - -+ - -
-+ -+ -+ -+

Gal4VP16/SWI/SNF/Nuc y

G4-VP16/Nuc
G4-VP16/ADN

Fig.20. Reclutamiento de SWI/SNF por Gal4-VP16 a mononucleosomas con secuencias con
tendencia a estructurarse como ADN-Z. Se sembraron los mononucleosomas control
(601 22 Gal4 y 601_42 Gal4) y los mononucleosomas con secuencias con tendencia a
estructurarse como ADN-Z (601_22Z Gal4 y 601_42Z_Gal4) en presencia o ausencia de Gal4-
VP16 y SWI/SNF. Ensayo realizado a alta estrictez. Electroforésis se realiz6 en gel de

poliacrilamida 4% (60:1) . &—: Migracion mononucleosoma.
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Fig.21. Efecto de las secuencias con tendencia a estructurarse como ADN-Z entre un
nucleosoma y el sitio de union de Gal4 en la remodelacion de cromatina ATP-dependiente..
(A) Ensayo de actividad eviction de SWI/SNF para mononucleosoma con secuencia con
tendencia a estructurarse como ADN-Z 601_22Z Gal4 y su control respectivo 601 _22_Gal4. El
ensayo fue realizado a baja estrictez en presencia de 2mM de ATP y con una incubacion de
removedor luego de la incubacion. (B) Analisis grafico para tres experimentos independientes
con estos mononucleosomas. ADN: Patrén de migracion del ADN. % Eviction: Porcentaje de
eviction para cada uno de los nucleosomas. &——: Migracion mononucleosoma no remodelado.

e__
—oO: Migracion nucleosoma remodelado; ADN: patron de migracion del ADN.
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4.-DISCUSION

La definicidn méas simple de un gen es una unidad de ADN que contiene la informacion
para especificar la sintesis de una Unica cadena polipetidica 0 ARN funcional. Durante la sintesis
de ARN se produce la polimerizacién de los ribonucledsidos de trifosfato (rNTP) gracias a la
ARN polimerasa en sentido 5’ a 3’. Al inicio de la transcripcion esta enzima reconoce y se une a
un sitio especifico, denominado promotor. Ademas las ARN polimerasas requieren de factores
proteicos denominados factores de transcripcién generales que ayudan a localizar los promotores
e iniciar la transcripcién. En el sitio de inicio de la transcripcion existen otros tipos de elementos
control, en conjunto con los promotores se les llaman regiones de control transcripcional. (Lodish
H. y col.,, 2004).

La estructura de la cromatina en el promotor tiene un rol clave en la regulacién
transcripcional, pero los mecanismos exactos de regulacion todavia no son claros. Se sabe que los
nucleosomas disminuyen la accesibilidad del ADN del promotor y dificultan la union de factores
de transcripcién a los elementos reguladores. Consistente con esto, los promotores activos
tienden a estar sin nucleosomas y la activacién de un gen a menudo es asociada con salida de
nucleosomas. Por lo tanto, los nucleosomas serian un obstaculo para la transcripcion. De esta
manera, la remodelacion de cromatina es el medio para superar la represion por los nucleosomas
(Kornberg R. D. y Lorch Y. 1999). Sin embargo, esto es una simplificacién ya que muchos

elementos regulatorios tienen nucleosomas posicionados.

El posicionamiento de los nucleosomas esta regulado por numerosos mecanismos cuyas
funciones exactas aun no estan claras, incluyendo remodelacién de cromatina dependiente de

ATP, modificaciones de histonas y variantes de histonas (Tirosh I. y Barkai N. 2008).

En este trabajo de tesis se investigd el efecto que tiene la distancia entre el sitio de unién
de un factor de transcripcién y un nucleosoma podria influenciar la remodelacion de cromatina
ATP-dependiente. Este planteamiento supone que el factor de transcripcidén en cuestion posee
interaccion fisica con un complejo remodelador, particularmente SWI/SNF. Ademas, nos
planteamos analizar si la secuencia del ADN entre estos dos elementos puede tener una influencia
sobre la actividad remodeladora dependiente de ATP, particularmente centrado a secuencias con

tendencia a adoptar la conformacion Z.
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En relacién a la obtencion de probadores mononucleosomales que contienen secuencias

con tendencia a estructurarse como ADN-Z:

Se sabia que secuencias con alternancia de bases puricas y pirimidinicas adoptan esta
conformacion (Rich A. y Zhang S. 2003) por lo que se fabricaron oligos con estas caracteristicas
(Tabla I).

Luego se amplificaron mediante PCR los fragmentos de ADN con tendencia a adoptar la
conformacion Z a partir de los clones obtenidos. Se observo que el fragmento de ADN-Z
601 227 Gal4 migraba a un tamafio menor del que debia en un gel de agarosa al 1%. Asumimos
que esto se debia a la mayor tendencia a estructurarse como ADN-Z, ya que se sabe que la
repeticion CG tiene mayor tendencia a estructurarse de esta manera (Herbert A. y Rich A. 1999).

También se sabe que la secuencia CG repetida 12 veces ya forma ADN-Z (Mullholand N.
y col., 2012), entonces la secuencia CG repetida 16 veces (601_42Z_ Gal4) podria tener mayor
tendencia a adoptar esta conformacion que la repeticion de 6 veces CG (601_22Z Gal4).

A traveés de electroforesis en gel de poliacrilamida se confirmé que los productos de PCR
adoptaban distintas conformaciones, donde el producto que presentaba mayor cantidad de bandas
era el 601 42Z Gal4, lo que sugiere que posee mayor tendencia a adoptar conformaciones
alternativas que la secuencia con menor numero de repeticiones. Aungue en nuestro trabajo no
Illegamos a analizar si se adoptaba la conformacion Z en nuestros probadores, el hecho de
observar conformaciones alternativas y los estudios realizados por otros laboratorios nos sugieren

que la presencia de las repeticiones CG en nuestros probadores generan este efecto.

También se probo el efecto salino sobre las secuencias con tendencia a estructurarse como
ADN-Z. Se sabe que a medida que aumenta la concentracion salina méas se estabiliza esta
conformacion (Sinden R. 1994; Kim J. y col., 1996). Sin embargo no observamos un efecto

mayor de la concentracion de sales dentro del rango de concentraciones de nuestros ensayos.
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Con respecto a la determinacion en probadores mononucleosomales el efecto de la
extensién del ADN entre el sitio de union de Gal4 y el nucleosoma sobre la accion remodeladora
del complejo SWI/SNF:

Al estudiar el ensayo de reclutamiento del complejo SWI/SNF por Gal4-VP16 a los
probadores de distancias variables entre el nucleosoma y el sitio Gal4 se observo la misma fuerza
de union de Gal4-VP16 al mononucleosoma. Por su parte, el reclutamiento de SWI/SNF mostrd
un aumento a medida que aumenta la distancia entre el nucleosoma y el sitio de union de Gal4-
VP16. En los ensayos de remodelacidon se observé un aumento del porcentaje de eviction a
medida que la distancia disminuye, efecto que no ha sido descrito previamente y que podria
tratarse de un nuevo factor con influencia en la actividad de las regiones regulatorias de la

expresion de genes.

Otro hecho que reafirma que la distancia si afecta la transcripcion es que en los ensayos
de reclutamiento y de remodelacion se observo que, a pesar de haber un menor reclutamiento de
SWI/SNF en 601_8_Gal4_30 hay un mayor porcentaje de eviction. Lo contrario sucede para
601 42 Gal4_30. Por lo tanto podemos inferir que no por haber mayor SWI/SNF reclutado va a
haber mayor porcentaje de eviction, que seria la correlacion méas logica sino se considera este
factor que hemos estudiado en el presente trabajo de tesis. Por otro lado observamos que
Gal4DBD remodela de la misma manera todos los probadores sin importar la distancia, indicando
que la interaccion del factor de transcripcion con SWI/SNF participa en el efecto diferencial
observado.

Al analizar los graficos de la cuantificacion de eviction para probadores del mismo y
distinto tamafio, se observé que entre los probadores que tienen una distancia de 8 y 22pb entre el
nucleosoma y el sitio de unién de Gal4 no hay una diferencia significativa lo que puede dar
indicios de un limite de distancia en la que no se ve efecto en la remodelacion, en cambio, ya con

una distancia de 42 pb entre el nucleosoma y el sitio de unién de Gal4 ya se ve un efecto.

El efecto de la distancia entre un sitio para un factor de transcripcién y un nucleosoma
puede convertirse en uno de los factores que influyen en la transcripcion, y explicaria por qué la
insercion o delecidn de unas pares de bases en regiones promotoras de genes puede influir en la

transcripcion mas alla de otras alternaciones mas evidentes que de hecho pueden ocurrir. Por
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ejemplo, una insercion o delecion puede generar o hacer desaparecer un sitio de union de un
factor de transcripcion. Pueden también existir casos en que una delecion o insercion afecte la
interaccién de dos factores o mas con el promotor. Efectos mas evidentes como los recién
mencionados han sido descritas (Mills R.E. y col., 2006), pero existen casos en que inserciones o
deleciones que afectan la expresién de un gen no tienen explicacion en base a estos mecanismos

mas basicos.

Finalmente nosotros proponemos un modelo a partir de los resultados obtenidos de como
estaria afectando la distancia la remodelacion de cromatina ATP-dependiente (Fig.22), donde
proponemos que este efecto se debe a una baja eficiencia catalitica del complejo SWI/SNF a

medida que la distancia aumenta.

Con respecto a la determinacién en probadores mononucleosomales el efecto que la presencia de
secuencias con tendencia a adoptar la conformacion ADN-Z tiene sobre la accion remodeladora
del complejo SWI/SNF:

El ADN-Z es una conformacién de alta energia del ADN que puede formarse in vivo
durante la transcripcion por la torsién de la hebra de ADN generado por el movimiento de una
polimerasa (Herbert A. y Rich A., 1999).

Hoy en dia las investigaciones sobre el ADN-Z estan enfocadas en como se regula. Es por
esto que nosotros quisimos saber si posee influencia sobre la remodelacion de cromatina
dependiente ATP, ya que se ha propuesto que facilita la transcripcion (Liu R .y col., 2001).

Wong B. y col., 2007 han descrito en levaduras que en regiones conteniendo secuencias
que pueden adoptar la conformacién Z no se formarian nucleosomas, quedando este ADN en
regiones linker. Asi se demarcaria la posicion de los nucleosomas corriente arriba del sitio de
inicio de la transcripcion, produciendo una locacién transcripcionalmente favorable para la caja
TATA cerca de la entrada del ADN y en la posicion del dyad en el nucleosoma. Asi el ADN-Z
seria parte del cddigo gendmico para el posicionamiento in vivo.

Durante el afio recién pasado Mullholand N. y col.,, 2012, realizaron ensayos de
remodelacion de cromatina con hSWI/SNF donde reconstituyen mononucleosomas que contienen
una seccion del ADN nucleosomal con repeticiones CG. Ellos proponen que la estructura del

ADN-Z en el nucleosoma es menos estable por lo que podria pasar a ser ADN-B rapidamente o
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Mecanismo propuesto para efecto de la distancia entre el nucleosoma y el sitio de union para Gal4

601_8_Gal4
SWI/SNE,
_ATP

601_22_(.314
SWI/SNF
O @ - /@

601 42 _Gald

SWI/SNF
ATP
~Q@ " — @ 0@ -

Octamero de histonas

Sitio de union Gal4 en el ADN
ADN

Secuencia posicionadora de nucleosoma 601
Gal4-VP16
S ADN competidor

=0l @

Fig.22. Modelo propuesto para efecto de la distancia entre el nucleosoma y el sitio de union
de Gal4 en la remodelacion ATP dependiente catalizada por SWI/SNF. A medida que
aumenta la distancia el desensamble del nucleosoma es menor. Esto podria deberse a una menor
eficiencia catalitica del complejo remodelador SWI/SNF, ya que a medida que aumenta la
distancia entre el nucleosoma y el sitio de unién de Gal4, se dificulta su union al nucleosoma para

remodelarlo.
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qguedar como ADN-Z sin nucleosoma por un mecanismo de desplazamiento nucleosomal
(sliding) o pérdida de histonas.

A diferencia de lo que postula Mullholand N. y col. (2012), con los resultados obtenidos
en nuestro laboratorio se comprueba la hipotesis de que las secuencias con tendencia a
estructurarse como ADN-Z favorecen la remodelacion de cromatina ATP-dependiente
esencialmente mediante el gatillamiento de eviction. EI modelo que representa estos resultados se
presenta en la Fig.23B.

Las repeticiones TG asi como las CG también tienen tendencia a estructurarse como
ADN-Z, por lo tanto, a futuro se realizaran los ensayos de remodelacién ATP-dependientes con
la repeticién TG y comparar si es que hay diferencias con la repeticion CG. Ademés se deberd
comprobar si realmente estas secuencias se conforman como Z con la enzima de restriccion Zaa-
Fok, capaz de reconocer esta conformacion (Kim Y. G. y col., 1997).

Otros estudios que permitiran confirmar que este fendmeno es efecto, serdn aquellos que
se puedan realizar en el contexto de arreglos nucleosomales. Esto debido a que en el caso de
mononucleosomas una posibilidad es que los efectos observados estén siendo influenciados por
los extremos de ADN, demasiado cercanos a las regiones en donde estan actuando los factores de
transcripcion y complejos remodeladores.
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Fig.23. Mecanismos de remodelacién de cromatina y modelo propuesto para el efecto de

secuencias con tendencia a estructurarse como ADN-Z presentes entre un nucleosoma vy el

sitio de union para un factor de transcripcion.

(A) Se representan los mecanismos de

remodelacion ATP-dependientes ya descritos, resaltando el mayor grado de eviction ocurrido en

presencia de un factor de transcripcion cuyo dominio de activacion (AD) recluta a SWI/SNF

(representado por una estrella). (B) Se representa como las secuencias con tendencia a

estructurarse como ADN-Z facilitarian la salida del octamero de histonas por la conformacion

que adquieren aportando mayor rigidez al ADN.
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