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Objetivos 1

OBJETIVAGS

Este trabajo de tesis comprende dos partes. La primera parte
consiste en el desarrollo y caracterizacién de un sistema de mon-
taje de cromatina obtenido a partir de extractos de células fibro-
blasticas de raton (linea celular 3T6), y en el estudio del papel
de las DNA topoisomerasas en dicho proceso.

Estos datos han sido publicados en el siguiente articulo:

- Caceres, J.F., Blangy, D., and Glikin, G.C. (1989). Requirement
of DNA topoisomerases for 1n vitro chromatin assembly by 3T6 mouse

cell extracts, Eur. J. Biochem. 1B1, 531-537.

La aparicion de sitios hipersensibles a las nucleasas (Intro-
duccion: 1.5) se debe a la presencia de factores proteicos en trans
unidos a estas regiones del DNA. El factor de transcripcién PEAL
(AP-1) es responsable de la formacidn de un sitio de esta clase en

minicromosomas del virus polioma (Introduccidon: 5.2).

Dado que el interés de nuestro laboratorio se centra en el
estudio de la estructura cromatinica y de la regulacion de la ex-
presidn del virus polioma, decidimos en la segunda parte de este
trabajo de tesis dedicarnos al estudio del mencionado factor AP-1
durante el proceso de diferenciacidn celular. Gran parte de los ex-
perimentos de esta parte fueron realizados en el laboratorioc del
Dr. Roberto Weinmann en Filadelfia.

Estos datos han sido enviados para su publicaciéon en el ar-

ticulo:

- Caceres, J.f., 6Glikin, 6.C., Bravo, R., and Weinmann, R. (1989).
c-fos mediated stimulation of an AP-1 DNA binding activity in un-
differentiated teratocarcinoma cell lines. Enviado para su pub-

licacidn.
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1. CROMATINA
1.1. Estructura de 1a cromatina. Organizacién jerarquica

La cromatina contiene DNA, RNA y proteinas en una forma de or-
ganizacion compacta en la que la mayoria de las secuencias de DNA
son estructuralmente inaccesibles y funciocnalmente inactivas. Den-
tro de esta masa también se encuentran las secuencias activas que
son minoria.

La cromatina eucaridtica tiene una estructura dinamica, com-
pleja y jerdrguica, que representa el estado del DNA en la célula.
Las moleculas lineales de DNA son compactadas hasta 10 00Q veces al
asociarse con histonas y otras proteinas.

La unidad repetitiva fundamental de esta estructura es el nu-
cleosoma, que contiene un nucleo octamérico de histonas (H2A, H2ZB,
H3, H4)> y alrededor de 200 pares de bases de DNA. El octdmero de
histonas representa al componente proteico del nucleosoma. Las his-
tonas involucradas en la formacion de nucleosomas-tienen un apre-
ciable contenido de aminocacidos acidos y basicos, dando como resul-
tado proteinas con alta carga gque fueron muy conservadsas durante la
evolucidn.

La cromatina también posee proteinas no histdnicas, que son
muy variables entre tejidos y entre especies, y que tendrian fun-
ciones en la expresitn genica y en la formacion de estructuras je-
rdrquicas de orden mayor.

La compresiton total del DNA se describe por el indice de empa-
guetamiento, que es el cociente entre la longitud del DNA y la lon-
gitud de la unidad que lo contiene. E]l alto indice de empaqueta-
miento del material genético sugiere gque el DNA no puede ser direc-
tamente empaquetado en la estructura final, sino gque existen dis-
tintos niveles de organizacidn. E1 primer nivel de enrollamiento
del DNA en la cromatina es el nucleosoma, una subunidad repetitiva

que consiste en una particula altamente conservada (octamero de
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histonas) con aproximadamente 146 pares de bases de B-DNA enrcllado
alrededor de su superficie en 2 vueltas (giros de superenrolla-

miento hacia la izquierda) (1,2,3) (Fig 1).

Linker DNA ~ Histones
. : ’/_2A, 2B, 3.4
Core -
DNA
55 A
4 v
Histone 1—— ‘ﬁ\\
€ > \Lnnker DNA

110 A

Fig 1. Diagrama esquematico de una regitn de cromatina conteniendo

un nucleosoma.
El1 DNA de hebra doble envuelve a un octdmero de histonas (dos molé-

culas de H2A, H2ZB, H3 y H4). La histona H1 se une al exterior de
esta particula "core” y al DNA espaciador ("linker"”)(A. Kornberag,
DNA replication. W.H. Freeman. (1980), p.294).

La particula nucleocsomal tiene forma elipsocidal con un dia-
metro de 11 nm y una altura de 6 nm. Los nucleosomas individuales
estan dispuestos en una fibra de cromatina de 10 nm (o estructura
de cuentas de rosario) que es modelada como un arreglo de DNA es-
paciador {(”linker"”) alternado con nuclecosomas. Los nucleosomas con-
sisten en un centro nucleosomal ("core"), mas 20 pares de bases de
DNA adicional {(para dar un total de 166 pares de bases en la parti-
cula), con una molécula de 1a histona H1 asociada a la entrada y a
la salida del DNA de los mismos (4,5).

El nucleosoma es una estructura dindmica capaz de sobrellevar
cambios conformacionales y de composicidn, siendo esta propiedad de
gran importancia en la regulacidn de la expresidn genetica. Estos
cambios incluyen la presencia de histonas modificadas, de variantes
histdnicas no aleélicas, o la apertura del nucleocsoma en estructuras
mas relajadas caracteristicas de genes transcripcionalmente acti-
vos. Este primer nivel de enrollamiento del DNA presenta un indice

de empaguetamiento aproximado a 6.
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El segundo nivel de compactacidn de la cromatina es el resul-
tado del enrocllamiento de la fibra de 10 nm de diametro en un sole-
noide superenrollado constituyendo una fibra de 30 nm con aproxima-
damente 6 nucleosomas por vuelta de solenoide (2,4,6)(Fig 2). La
presencia de la histona Hl es importante, si no esencial para la
formacidn y/o estabilizacidn de esta estructura (7,8). Como en el
caso de los nucleosomas individuales la fibra de 30 nm es una es-—
tructura dindmicaj; existe una interconversién controlada por catio-
nes entre la fibra de 10 nm y la fibra solenocide de 30 nm. El grado

de empaquetamiento de esta estructura es 40.

short region of /]\\/O\W 4
DNA double helix 3 \ 2

@ ; >\ A‘

)

o “ ' : 11 am
beads-on-a-string |

form of chromatin I /R

2N N é< 2
30-nm chromatin .. -

fiber of
packed nucieosomes

section of
chromosome in an
extended form

-

condensed section of
metaphase
chromosome

700 nm

entire
metaphase ! 1400 nm
chromosome v

Fig 2. Niveles de empagquetamiento de la cromatina.

Este esquema muestra los distintos niveles de compactacidn de la
cromatina, con indices de empaquetamiento crecientes que dan lugar
a cromosomas metafasicos altamente condensados.
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El tercer nivel de esta estruétura Jerarquica tanto en nucleos
interfdsicos como en cromosomas metafdsicos es el ensamblado del
solenoide de 30 nm en dominios de cromatina en forma de lazos
("loops")(9,10,11). Estos dominios estdn sujetados por proteinas no
histdnicas (ubicadas en la base de estos lazos de cromatina) a una
estructura llamada matriz nuclear. Esta ultima es un esqueleto
estructural del cromosoma que consiste principalmente de 2 especies
proteicas denominadas Scl y Sc2 (12,13). Scl es una DNA topoiso-
merasa II. Esta organizaciodn en dominios de cromatina, implica que
dominios adyacentes estan aislados topoldgicamente por este anclaje
a la matriz nuclear y presupone la expresién independiente de genes

dentro de cada dominio.
1.2. Posicionamiento de nucleosomas

Los nucleosomas adoptan a menudo ubicaciones precisas y bien
definidas con respectoc a las secuencias del DMNA. Este alineamiento
en fase, tendria importantes consecuencias biolégicas por cudnto
puede determinar la accesibilidad de secuencias que actuen en cis
(en el mismo dominio de la cromatina) en el DNA. Este posiciona-
miento especifico sobre ciertas secuencias del DNA reflejaria as-
pectos (probablemente estructurales y electrostaticos) de interac-
ciones preferenciales histonas-DNA (14). La ubicacidén especifica o
preferencial de los nucleosomas podria reqular la expresidn génica,
controlando el acceso de macromoléculas a secuencias especificas de
DNA dependiendo de su ubicacidn en el nucleosoma o en el DNA espa-
ciador, y de acuerdo a su orientacién en el nucleosoma (faz interna
o externa).

Los nucleosomas se encuentran espaciados en promedio a inter-
valos de 200 pares de bases. E1 DNA espaciador es accesible a va-
rios agentes como nucleasas enddgenas, nucleasa micrococal,
MPE.Fe(1l) (etiléndiaminotetraacetato de propilmetidio) y otros; vy
cortes preferenciales en esta regidon damn lugar a la tipica escalera
nucleosomal de los fragmentos de DNA, caracteristica de la croma-

tina en su conjunto (15,16).
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El espaciamiento entre los centros de los nucleosomas puede
variar entre 20 y 100 pares de bases dependiendc del organismo o
tejido en estudio. E1l DNA espaciador es heterogéneo en su longitud,
variando entre diferentes tejidos y/o organismos, y en un mismo ti-
po celular durante el desarrollo embrionario. En consecuencia este
espaciamiento entre nucleosomas cercanoc a los 200 pares de bases,
comprende un DNA central de longitud invariable de 146 pares de
bases y un DNA espaciador de longitud variable.

Dos mecanismos han sido propuestos para explicar el posicio-
namiento nucleosomal, l1lamados modelos pasivo y activo respectiva-
mente. El modelo pasivo contempla la ubicacidén de nucleosomas como
puramente estadistica o al azar, donde el ordenamiento es conferido
por la presencia de complejos DNA-proteinas gque excluyen a los nu-
cleosomas (17,18). El modelo activo propone que los nucleosomas
ocupan distintas posiciones a lo largo del DNA debido a la secuen-
cia subyacente. En la actualidad se considera que ambos mecanismos
operarian para alinear en fase a los nucleosomas en una proporcidn

que dependerd de cada sistema.
1.3. Modificacidén de histonas. Proteinas no histdnicas

La presencia de variantes histénicas y formas modificadas de
las histonas nucleaosomales pueden afectar en forma significativa la
formacién de nucleosomas y la estructura cromatinica afectando 1la
actividad transcripcional.

En animales y en plantas, las histonas H2A, HZB y H3 tienen
variantes no alélicas, las cudles estan relacionadas por simples
substituciones de algunos residuos aminoacidicos (19,20). Muchos
eucariotes poseen genes que codifican para variantes histdnicas que
se expresan en forma coordinada durante el desarrollo. El espacia-
miento de los nucleosomas puede ser afectado por modificacion de
las histonas. Existe una modulacidén o remodelamiento de la estruc-~
tura nucleosomal por variantes histdnicas durante el desarrollo,

alterando la estabilidad de la particula nucleosomal.
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Las modificaciones post-traduccionales de las histonas que
tienen una mayor influencia en el control de la transcripcién son:
ubiquitinacidén, poli(ADP)~-ribosilacién, acetilacion y fosforila-
cion.

Entre un 5 %Z y un 15 % de la histona H2A es ubiquitinada para
dar la semihistona A-24 o U-H2A. Pequeras cantidades de la histona
HZ2B son también ubiquitinadas. Varshavsky y col. (21,22) propusie-
ron que la ubiquitinacidn de las histonas en los nucleosomas puede
prevenir la formacidn de estructuras cromatinicas de mayor orden
jJeradrquico al modificar interacciones nucleosoma-nuclebosoma.

La acetilacidn de histonas estd involucrada en la activacion
génica. La hiperacetilaciéon de H3, H4 y H2B estd correlacionada con
regiones de cromatina activa {(23). La neutralizacidn de la carga
positiva de los residuos de lisina en la porcidn amino terminal de
las histonas debilitaria las interacciones ionicas entre nucleoso-
mas adyacentes en la fibra de 30 nm, de esta manera la hiperaceti-
lacidon desestabilizaria el solenoide facilitando su apertura (8).
Otros factores como la remoci¢n de la histona H1 ayudarian a rela-
jJar la fibra de 30 nm, conduciendo a un estado activado de croma-
tina que seria la fibra de 10 nm.

Las histonas pueden fosforilarse sobre el grupo hidroxilo de
la serina y también sobre el grupo amino de  la histidina. La his-
tona H1 sufre un ciclo de fosforilacidon/defosforilacidn en células
de mamifero en cultivo, con una fosforilacidn maxima durante la
mitosis. Esta fosforilacidn estaria asociada con la condensacidn de

los cromosomas para generar la fibra de 30 nm.

Dentro del grupo de proteinas no histénicas, las mejores ca-
racterizadas son las del grupo de alta movilidad (HMG, por "high
mobility group”), las que se encuentran asociadas con regiones de
cromatina transcripcionalmente activas (24,25). Los nucleosomas
tienen 2 sitios de pegada especificos para HMG 14 y 17, en la en-
trada vy en la salida del DNA del nucleosoma (26). Las proteinas HMG
1y 2 se unirian al DNA espaciador. Se postuld que las proteinas
HMG podrian reemplazar a las histonas H2A y H2B, ausentes en

nucleosomas activos transcriptos por la RNA polimerasa 11 (27).
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1.4. Tratamientos con nucleasas. Genes activos e inactivos

Una gran variedad de endonucleasas, tanto especificas de se-
cuencia como relativamente no especificas fueron utilizadas para
estudiar la estructura de la cromatina. En muchos casos, los domi-
nios de cromatina de genes activos se pueden definir funcionalmente
de acuerdo a su susceptibilidad aumentada a la digestidn por tales
enzimas, con respecto a la cromatina inactiva. Dichos estados de la
cromatina han sido denominados cromatina dindmica (potencialmente
expresable) y cromatina estatica (no expresable) (28).

Aunque la mayoria de los genes que son expresados tienen una
estructura nucleosomal, la estructura cromatinica difiere conside-
rablemente con respecto a genes no expresados (29,30). Los genes
activos estan ensamblados en una forma nucleosomal alterada, siendo
de esta forma mas accesibles a las enzimas.

Las endonucleasas no especificas mas ampliamente utilizadas en
estudios de la estructura de la cromatina son la DNAasa I pancrea-
tica vy la nucleasa micrococal. La DNAasa I reconoce caracteristicas
estructurales internas de los nucleosomas y degrada preferencial-
mente genes activos, debido a su estructura. nucleoproteica alte-

rada.

Como un ejemplo de la diferente estructura nucleosomal de
acuerdo al estado de actividad del gen, Weintraub y Groudine (31),
encontraron que el gen de la globina es preferencialmente sensible
a la digestidn con la DNRasa I en nucleos de eritrocitos de pollo,
donde es activo; mientras que el mismo gen es resistente a esta en-
zima en nucleos de oviducto donde es inactivo. Inversamente, el gen
de la ovoalbumina es sensible en oviducto de pollo y resistente en
eritrocitos (32).

La resistencia de los genes activos de la globina y la ovo-
albidmina a la nucleasa micrococal, sugiere que estos estan ensam-
blados en particulas tipo nucleosoma; mientras que su sensibilidad

a la DNAasa 1 sugiere que son conformacionalmente diferentes a nu-
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cleosomas inactivos. El uso de técnicas bioquimicas y de microsco-
pia electrdénica sugieren que regiones en proceso de transcripcion
no contienen nucleosomas intactos (33).

Se cree que el establecimiento de un estado de sensibilidad
general a la DNAasa I es un paso importante durante el desarrollo,
en la predeterminacién de genes o regiones de cromatina para ser

activos en la transcripcidn.

Se estudiaron cambios en la estructura de la cromatina en
relacion con la actividad génica en las unidades transcripcionales
BR1 y BR2 de los anillos de Balbiani en cromosomas politénicos de

Chironomus tentans. En este insecto es posible regular artificial-

mente la actividad transcripcional (sintesis de RNA mensajero de 75
S) por diferentes tratamientos quimicos y nutricionales y observar
los correspondientes cambios en la morfologia de la cromatina acti-
va. En el estado inactivo, se observa una estructura compacta, don-
de la fibra de 30 nm estad enrollada sobre si misma. Luego de la ac-
tivacidn del gen, se produce una relajacion de esta estructura de
modo que la fibra de 30 nm constituye ahora un lazo abierto que es
usado como substrato para la transcripcion. Como resultado de la
transcripcidn la fibra de 30 nm se convierte en un nucleofilamento

extendido (34,35).
1.5. Sitios hipersensibles a 1a DNAasa 1

Los cromosomas eucaridticos participan en procesos tales como
transcripcidn, replicacion, condensacion mitdtica y meidtica, apa-
reamiento, recombinacidn y segregacion. Estos procesos ocurren a
traves de interacciones especificas entre proteinas nucleares y se-
cuencias de DNA cromosomal. El reconocimiento de secuencias espe-
cificas de DNA por proteinas requiere accesibilidad. En la croma-
tina, regiones libres de nucleosomas, conocidas como sitios hiper-
sensibles a las nucleasas representarian "ventanas abiertas” que
permitirian una mayor accesibilidad de secuencias cruciales de DNA

a factores proteicos. Estas regiones de alta accesibilidad son ope-
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racionalmente definidas por su pronunciada sensibilidad al corte
por nucleasas o a modificaciones quimicas y son tipicamente dos
ordenes de magnitud mas sensibles que otras regiones de la croma-
tina (29,36,37,38,39,40,41). Los sitios hipersensibles representan
generalmente una fraccidn menor (cercana al 1 %) y altamente espe-
cifica del genoma. Estas regiones locales no debern ser confundidas
con largos segmentos de la fibra de cromatina que se extienden por
muchas kbp, estdn asociadas con genes potencialmente activos (o ac-
tivamente transcriptos), y que exhiben una sensibilidad general a
las nucleasas cercana a un orden de magnitud mayor al resto de la
cromatina.

Los sitios hipersensibles a las nucleasas fueron descubiertos
en estudios de estructura de la cromatina viral del virus SV40 in-
dependientemente por Varshavsky y col., y por Scott y Wigmore (42,
43). Su presencia en la cromatina celular fue descripta por primera
vez por Wu y Elgin (44). Estos sitios son encontrados en la croma-
tina celular de plantas, animales y hongos, asi como también en ge-

nomas virales y episomales.

El método mas ampliamente utilizado para mapear sitios hiper-
sensibles a las nucleasas es la digestidn de nucleos con DNAasa I
sequida por la marcacion indirecta en un extremo de los fragmentos
de DNA de doble hebra purificados. En este método, luego de la di-
gestidn de la cromatina nuclear con la DNAasa 1, se purifica el
DNA, se digiere con una enzima de restriccidn, se separan los frag-
mentos de DNA en geles de agarosa no desnaturalizantes, se trans-
fieren a una membrana (técnica de "Southern blot”) y se hibridizan
con una sonda marcada contigua al sitio de restriccidn de la enzima
utilizada. Este método marca fragmentos que estan definidos en un
extremo por el sitio de restriccidn utilizado y en el otro por los
sitios de corte de la nucleasa sobre la cromatina nativa (45,46).
Sin embargo ya han sido desarrollados métodos de mayor resolucidn
que utilizan una amplia variedad de otros reactivos gquimicos y en-
zimaticos (listados en la ref. 40), que junto con procedimientos de

mapeo alternativo llevan la resolucidn a nivel de nucledtidos indi-

viduales.
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Los sitios hipersensibles a las nucleasas comprenden a menudo
la longitud de un nucleosoma (200 pares de bases) o multiplos de
esta unidad; sin embargo la estructura fina de cada sitio presenta
a menudo zonas "“calientes"”, con mayor probabilidad de corte, y zo-
nas "frias" con menor probabilidad de corte dependiendo del reacti-
vo utilizado. Los sitios son hipersensibles debido a la ausencia de
nuc leosomas, pero contienen zonas frias que reflejan la presencia
de factores proteicos unidos.

Todos los sitios hipersensibles comparten la caracteristica de
ser regiones libres de nucleosomas, pero existen diferentes clases
de sitios hipersensibles que difieren en forma y funcidn. Para un
tipo celular dado, los sitios hipersensibles a la DNAasa I perte-
necen a dos categorias: constitutivos e inducibles.

Los sitios constitutivos se encuentran presentes antes de 1la
activacidn transcripcional y su presencia es independiente de la
expresion génica. Estos sitios se encuentran en regiones promotoras
de genes tales como los genes de respuesta al "shock”" termico
("heat shock genes”) de Drosophila (45,47,48), el gen de la metalc-
tioneina de ratén (49), o ciertos genes inducibleé en la levadura
Saccharomyces cerevisae (50).

Los sitios inducibles estdn a menudo asociados con la activa-
cidn transcripcional del gen asociado. Pueden aparecer antes de la
transcripcion y a menudo persisten luego de la remocion del agente
inductor y/o la continuacidn de la transcripcidon. Estos sitios es-
tan generalmente asociados con genes regulados por hormonas este-

roideas (51,52,53).

Una amplia variedad de secuencias funcionales que participan
en procesos tales como transcripcidn, replicacidn, recombinacidn, o
segregacion de cromosomas estdn asociados con sitios hipersensi-
bles. La mayoria de estas secuencias estan asociadas a genes y ten-
drian el papel de determinar 1la posicidn y frecuencia de la ini-
ciacidon y terminacitdn de la transcripcidn (enhancers, promotores y

terminadores).
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La hipersensibilidad seria una condicién necesaria pero no
suficiente para producir la activacién transcripcional de un gen,
reflejando tan s&lo uno de los multiples pasos necesarios en el
proceso de determinacidén de la actividad de una secuencia en la

cromatina.

Se han asociado diversas clases de proteinas nucleares con
sitios hipersensibles, incluyendo DNA topoisomerasas I y II, RNA
polimerasa 11 y factores de transcripcidn. La evidencia disponible
sugiere que las histonas se encuentran ausentes de estas regiones.
En el caso de los minicromosomas de SV40, los sitios hipersensibles
comprenden una reqgiodn libre de nucleosomas, pero asociada con fac-
tores de transcripcién (54,55).

La DNA topoisomerasa I estd presente en un conjunto especifico
de sitios hipersensibles, esto es en los genes de clase I (tran-
scriptos por la RNA polimerasa 1). Esta enzima ha sido localizada
en origenes de replicacidn y en promotores de genes extracromoso-
males de RNA ribosomal en Tetrahymena (56). Sin embargo en los
genes cromosomales de clase Il (transcriptos por la RNA polimerasa
I1) que han sido estudiados, como los genes de respuesta al “shock"
térmico, el gen copia de Drosophila y el gen de la tirosinamino-
transferasa de rata (57,58); la DNA topoisomerasa I esta preferen-
temente localizada dentro de las unidades téanscripcionales y esta
ausente de los sitios hipersensibles.

Sitios de corte para la DNA topoisomerasa II fueron detectados
cerca de sitios hipersensibles a la nucleasa en minicromosomas de
SV40 (S9) y dentro del sitio de los genes hsp70 en Drosophila (60).
La RNA polimerasa II estd localizada en el sitio hipersensible a la
nucleasa en el extremo 5° del gen no inducido hsp70 de Drosophila
(61). Esta presencia podria indicar un estado previamente activo
del gen o la preparacién de la cromatina para una futura expresion.

La mayoria,de los sitios hipersensibles poseen sitios internos
“frios" y/o barreras para la accién de exonucleasas que indican la
presencia de proteinas unidas. A menudo las regiones que interac-

tiuan con factores de transcripcién en el DNA desnudo corresponden a
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regiones protegidas dentro de sitios hipersensibles a las nucleasas
en la cromatina. Esta correlacién se da para el factor TATA, para
el factor de transcripcion que se une al locus "heat shock”" en
Drosophila (47,62) y para SP1 en el virus SV40 (63).

El papel de factores proteicos que actuan en trans en la gene-
racion de hipersensibilidad a la nucleasa resulta mds evidente en
el caso de sitios inducibles por hormonas, que previamente a la in-
duccidén presentan una estructura nucleosomal caracteristica. La re-
gién promotora dentro del LTR (repeticiones terminales largas o
“"long terminal repeats") del MMTV (virus de tumor mamario de ratén
o "mouse mammary tumor virus") contiene un elemento que responde a
glucocorticoides (GRE, "glucocorticoid response element”) que dis-
para la iniciacidn de la transcripcidn tras la exposicidn de las
células a la hormona (64). Previamente a la induccidén se encuentran
nuc leosomas posicionados a lo largo del LTR. En respuesta a la hor-
mona se genera un sitio hipersensible que corresponde al desplaza-
miento o la alteracién de un solo nucleosoma de la regidn GRE (-60
a -250)(51,63,65). La induccidn ocurre por el pegado de la hormona
al receptor, translocacidn del complejo hormona-receptor que se une
al elementoc GRE, y posterior pegada de otros factores transcripcio-

nales con pérdida de la estructura nucleosomal.

La conformacién del DNA, dictaminada por su secuencia primaria
O inducida por fuerza torsional o pegado de proteinas es de funda-
mental importancia en la formacidn de sitios hipersensibles. Exis-
ten numerosas evidencias que indicarian que la conformacidn del DNA
dentro de algunos sitios hipersensibles es atipica. Secuencias de
DNA dentro de algunos sitios hipersensibles no favorecen el montaje
de nucleosomas y podrian disociar octdmeros de histonas(66,67).
Regiones ricas en poli(purinas-pirimidinas) se encuentran en regio-
nes promotoras y repelen histonas en experimentos de reconstitucion
de nucleosomas in vitro (68). La formacién de nucleosomas seria im-
pedida por la combinacién de pequeRas regiones de DNA de conforma-
cioén alterada, actuando en forma sinérgica con la pegada de protei-

nas no histdnicas a secuencias adyacentes tipicas (forma B-DNA).
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Se conoce poco acerca de los mecanismos que mantienen y propa-
gan estos sitios. Una vez formados, se pueden propagar por 20 gene-
raciones, aun en ausencia de una funcidén asociada. Se propuso que
los sitios hipersensibles se propagan a las celulas hijas a traves
de un proceso de replicacién del DNA, independientemente del esti-
mulo de induccién inicial, pero relacionado a su caracter de DNA de
hebra simple (DNA que no estd en forma B y no forma duplex)(69)}.
Otro modelo de propagacion de estos sitios toma en cuenta el hecho
de que los genes activos replican en fase S temprana, en contraste
con secuencias inactivas (70). De esta manera factores transcrip-
cionales cruciales, que existen en cantidades limitantes serian
titulados por las secuencias de replicacion temprana y proveerian
un mecanismo para heredar estructuras especificas en la cromatina,

tales como los sitios hipersensibles (71,72).
2. REGULACION DE LA EXPRESION GENETICA
2.1. Metilacion del DNA

Se ha asociado a la base modificada S-metil citosina, encon-
trada en el DNA de vertebrados casi exclusivamente en el dinucleot-
tido CpG y que constituye 2-7 % de todos los residuos de citosina,
con la represion de la actividad génica. Eucariotes con genomas pe-
quenos tales como levaduras y Drosophila carecen de esta modifica-
cion (73,74,75). Sin embargo en organismos mads complejos existe una
correlacién positiva entre la hipometilacidn de secuencias CpG en
regiones promotoras, con la formacién de sitios hipersensibles a
las nucleasas y la activacién de la transcripcidn (52,76,77,78).

Los genes en proceso de transcripcidn estdn relativamente no
metilados, mientras que los genes inactivos estdn generalmente me-
tilados, sugiriendo que la hipometilacidn puede ser una condicién
necesaria pero no suficiente para la expresiéon génica. Al menos pa-
ra algunos genes, la metilacidn de sitios especificos en dominios

regulatorios controlaria la expresidn génica.
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Existen evidencias que sugieren que la metilacién del DNA
suprimiria la formacion de sitios hipersensibles, existiendo corre-
lacion entre el contenido de S-metil citosina y la sensibilidad de
la cromatina a las nucleasas (69). La proporcidn de residuos CpG
metilados en la cromatina sensible a la DNRasa I, se reduce de 2 a
3 veces con respecto al nivel encontrado en cromatina total en di-
ferentes tejidos de vertebrados (79). La hipometilaci®dn crearia un
ambiente permisivo para el establecimiento de sitios hipersensibles
a las nucleasas.

Experimentos de transfeccidn revelan que la metilacion in
vitro de secuencias CpG tanto en regiones promotoras como en la
region codificante es suficiente para reprimir la expresidn de la
mayoria de los genes transfectados (80,81). Keshet y col. (82),
demostraron que la represién de la transcripcidn esta acompanada
por el montaje del DNA transfectado metilado en estructuras de
cromatina resistentes a las nucleasas.

Existen diferentes modelos que explican el efecto de 13 meti-
lacidn sobre la actividad genica. Se postula que el grupo metilo de
la 5-metil citosina podria proyectarse en la cavidad mayor del DNA
actuando como un dominio de unién ("binding”) para moléculas regu-
latorias especificas, o que la metilacidn podria afectar la estabi-
lidad de las bases apareadas (83). La metilacidn podria inducir
cambios estructurales en el DNA, promoviendo en casos extremos la

transicidn del DNA de 1a forma B a la forma Z (84).

2.2. Topologia del DNA

Las moléculas de DNA circulares cerradas, estan mas compac-
tadas que aquellas lineales o circulares con mellas ("nicks”). Al
microscopio electronico las moléculas de DNA cerradas aparecen re-
torcidas ("twisted”). El término superenrollamiento fue introducido
para explicar esta compactacién y retorcimiento; estudios posterio-
res mostraron que el superenrollamiento es una propiedad muy exten-
dida en DNAs extraidos de fuentes naturales, siempre que éstas mo-

léculas carezcan de extremos libres de rotacién.
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La topologia del DNA circular cerrado se describe segun la

siguiente relacidn:

W=1L-T
donde W ("writhe") representa la contorsién geométrica del eje de
la hélice, L ("linking number”) el indice de enlace o numero de
veces que una cadena de la doble hélice pasa sobre la otra, v 7T
{("twist”) o torsidn, indica el numero de vueltas de hélice en la
molecula en su estado nativo (85).

Para una molécula de DNA relajado W = 0, pues L = T. E]l super-
enrollamiento que es la expresion intuitiva para W, surge cuando L
es distinto de T. Frecuentemente W y T no son facilmente medibles
por lo que el superenrollamiento es generalmente descripto por:

T=L - Lo
donde T es el numero de giros de superenrollamiento, L es el indice
de enlace de un topoisdmero en cuestion y L. el indice de enlace de
un topoisédmero relajado.

En todos los casos naturales, el superenrollamiento surge
cuando el DNA con restriccion topologica presenta una deficiencia
en el numero de giros del duplex con respecto al 6NA relajado (L <
Lo). La tensidn introducida por el defecto de vueltas (menor indice
de enlace) se compensa si no hay cortes, por superenrollamiento.
Por convencidn el superenrollamiento que resulta de un defecto en
el numero de vueltas es negativo. El superenrollamiento positivo
que resulta de un exceso de giros del duplex, puede generarse en el
laboratorio, pero no hay evidencia de que represente algun papel en

organismos vivos.
2.3. DNA topoisomerasas

Las DNA topoisomerasas son enzimas que controlan y modifican
la topologia del DNA. Los dos tipos de DNA topoisomerasas difieren
en sus mecanismos de accidn y en su requirimiento de cofactores
{86,87). Estas enzimas alteran el indice de enlace facilitando el
pasaje de hebra/s de DNA a través de una ruptura transitoria en las

hebra/s del DNA. Esta reaccién puede ser inter o intramolecular.
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La DNA topoisomerasa I produce ruptura transitoria en una he-
bra del DNA y pasa la otra hebra a través de esta ruptura, sellan-
dola posteriormente. Provoca cambios en el indice de enlace por un
factor de 1. Esta enzima provoca el relajamiento del DNA superenro-
l1lado negativamente, no requiere un cofactor de alta energia tal
como el ATP o el NAD, es activa en presencia de EDTA y se estimula

hasta 5 veces por adicion de MgCl= (88,89).

La DNA topoisomerasa 11 provoca una ruptura transitoria en las
2 hebras del DNA y pasa a través de éstas otro segmento de DNA de
doble hebra, alterando el indice de enlace por un factor de 2. Esta
enzima requiere MgCl> y ATP. La unica topoisomerasa de tipo 11 co-
nocida que cataliza el superenrollamiento negativo del DNA (reduc-
cion del indice de enlace) a expensas de la hidrélisis del ATP, es
la DNA girasa de E. coli. La DNA topoisomerasa Il eucaridtica ha
sido purificada de muchas fuentes, incluyendo ovocitos de Xenopus
(790). Esta enzima, al igual que la girasa bacteriana es inhibida
por la novobiocina, pero in vitro sélo cataliza 1la relajacion del
DNA dependiente de ATP, pero no puede superenrollarlo. No obstante
es muy posible que en las ceélulas eucaridticas, la DNA topoisome-
rasa 1I se compleje con otros factores y pueda actuar como una DNA

girasa.

2.4. Topologia y expresion

Las restricciones topolégicas impuestas por el superenrolla-
miento no sélo se aplican a DNAs circulares cerrados (como los
plasmidos) sino también a segmentos de DNA lineales con extremos
fijos sin capacidad de rotacidén libre.

El DNA superenrollado estd en un estado de mayor energia libre
gue el DNA relajado, de modo que cualquier proceso que disminuya el
superenrollamiento se encuentra energéticamente favorecido. En un

DNA superenrollado negativamente estos mecanismos incluyen la in-
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tercalacion de moléculas planas como el bromuro de etidio, desnatu-
ralizaciones locales y la formacién de estructuras cruciformes
(91).

Procesos que desenrollen el DNA comoc su replicacion y la
transcripcion se verian energéticamente favorecidos en moléculas de

DNA superenrollado negativamente con respecto al DNA relajado.

En procariotes, alteraciones en el grado de superenrollamiento
del DNA parecen ser de suma importancia para la regulacidn de la
expresion geénica. En eucariotes, tal mecanismo parecia improbable
dado que la mayoria del DNA cromosomal, que es generalmente trans-
cripcionalmente inactivo, no estd bajo tensidn. Sin embargo con el
descubrimiento de que los sitios hipersensibles a las nucleasas
contienen sitios especificos a la nucleasa S1 y al bromoacetalde-
hido, que detectan formas no B del DNA, resultd evidente que en
estos sitios el DNA estaba bajo tension torsional.

Existen distintas razones por las cudles se podria requerir un
molde superenrollado para la transcripcidon. Los factores de trans-
cripcidn podrian tener una mayor afinidad por regfones de DNA que
no se encontrasen en forma B. Por otro lado, factores involucrados
en la represitn génica como la histona H1 se unirian con menor afi-
nidad al DNA superenrollado.

El superenrollamiento parece ser un requisito para la expre-
sién in viva, pero in vitro la mayoria de los sistemas transcrip-
cionales pueden transcribir a partir de moldes lineales. Sin embar-
go Hirose y Suzuki (92) demostraron que la transcripcion de genes
eucariotes en un extracto de glandula productora de seda (del gusa-
no Bombix moris) es afectada en forma diferencial por el grado de
superenrollamiento, obteniendo mayor transcripcidn con un molde su-
perenrollado negativamente. Ryoji y Worcel tuvieron resultados si-

milares con el gen 55 en ovocitos de Xenopus (28).



Introduccion 19
2.5. Formas no B del DNA

Cambios conformacionales pueden representar un papel importan-
te en distintos aspectos de la funcién del DNA. Las tres principa-
les conformaciones o formas de las hélices del DNA se llaman A, B y
Z.

La forma B del DNA (también llamada "Watson-Crick”), es la
conformacidn mas natural y estd muy hidratada. La forma A también
aparece naturalmente, pero estd menos hidratada y es mas compacta
que la forma B del DNA (con 11 pares de bases por vuelta en lugar
de 10). Tanto la forma A como 1la B son dobles hélices con sentido
de giro hacia la derecha.

La forma Z del DNA es una doble hélice con sentido de giro ha-
cia la izquierda (93). Se han encontrado proteinas que tienen afi-
nidad especifica por este tipo de DNA en organismos tan diversos
como bacterias, Drosophila y bhumanos (94,95). Estas proteinas pue-
den dirigir la formacion de Z-DNA a partir de secuencias potencial-
mente formadoras de Z-DNA y estabilizar esta estructura. La transi-
cidn de formas B a Z se ve facilitada por la presencia de secuen-
ctias dC-dG alternadas, o en forma mas general por la alternancia de
pirimidinas y purinas.

Estructuras de Z-DNA ocurren in vivo y podrian regular la ac-
tividad génica alterando el grado de superenrcllamiento negativo en
dominios especificos de cromatina (95). Por ejemplo en el enhancer
de SV40 tres segmentos de 8 pares de bases cada uno con purinas y
pirimidinas alternadas, forman Z-DNA al estar bajo fuerza torsio-
nal. Nordheim y Rich (96) postularon que en los minicromosomas de
SV40 el pegado de proteinas especificas de Z-DNA en la region del
enhancer inducia tanto la aparicidn de sitios hipersensibles a la
DNAasa I como la generacidn de una regidn libre de nucleosomas,
afectando positivamente 1a actividad transcripcional. Sin embargo
estos mismos autores (97) sugirieron que la formaciéon de Z-DNA po-
dria ejercer un control negativo sobre la transcripcidén. Propusie-
ron un modelo seqgin el cudl, sobre un promotor u otro elemento
regulatorio que puede formar Z-DNA, el pegado de una proteina afin

por esta conformacion del DNA, bloquearia la transcripcidn.
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Cudndo este 7Z-DNA se convierte en B-DNA esta proteina ya no
se uniria mds posibilitando de este modo la transcripcidn. Ademas
sugirieron que regiones formadoras de Z-DNA ubicadas en la base de
lazos cromosomales ejercerian control distal de la actividad trans-

cripcional a lo largo de grandes distancias cromosomales (96).
2.6. Promotores y enhancers

La actividad genetica es regulada en gran parte a nivel de la
transcripcion. En el proceso de iniciacidon de la transcripcidn por
las RNA polimerasas hay dos niveles distintos de control: la fre-
cuencia de iniciacidn y el sitio de la iniciacidn. Estudios que
compararon la secuencia de un gran numerc de genes eucaridticos y
la ubicacion de los extremos S5° del RNA mensajero maduro demostra-
ron la existencia de ciertas secuencias regulatorias rio arriba
("upstream”) del sitio de la iniciacidn. Estas secuencias que
actuan en cis incluyen los promotores que se ubican cerca del sitio
de iniciacidn con un efecto dependiente de la posicidn; y las se-
cuencias enhancers (98,99,100) que pueden ubicarse lejos del sitio
de iniciacidn y actuar en forma independiente de posicidén y de
orientacidn. Estas secuencias funcionan en glg (en el mismo dominio
de la cromatina) por interaccidén con factores proteicos que ejercen
su efecto en trans (codificados en otro dominio de la cromatina).
Muchos de estos factores han sido identificados por las técnicas de

retardo en geles (101,102) y por el método de la huella (103).

Los promotores pueden ser subdividos en elementos proximales,
que incluyen el sitio de "capping” y una regidn consenso rica en
nucledtidos A-T (regidén TATA) ubicado 30 nucledtidos rio arriba del
extremo 5°, cuya funcidén es determinar el sitio de iniciacidn; y
elementos distales que se pueden extender a lo largo de cientos de
bases. Entre estas secuencias distales, se han encontrado en un
gran numero de genes en la posicién -8B0 una secuencia consenso
GGC/+C7/aAT (CAAT Box) y otra secuencia consenso GGGCGG ("GC rich

box"}.
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mRNA

GGGCGG CCAAT TATA

ENHANCER

ta actividad de muchos promotores es modulada por secuencias
reforzadoras de la transcripcidn (enhancers), que constituyen ele-
mentos regulatorios independientes. El1 enhancer debe estar ubicado
en la misma molécula de DNA (accidn en cis), pero puede encontrarse
a distancias tales como 1000 pares de bases ya sea rio arriba o
abajo del sitio de iniciacidn de la transcripcidn. El enhancer pro-
totipo fue encontrado en el virus tumoral de DNA, SV40 (104-106) vy

en otros genomas virales y celulares (107-110}).

Las secuencias enhancers cumplirian en forma-general con los

siguientes criterios:

- Fuerte activacidn de la transcripcidn a partir del sitio correcto
de iniciacidén de un gen contiguo.

~ Activacidn de la transcripcidn en forma independiente de la
orientacion.

- Capacidad para funcionar a lo largo de distancias de hasta 1000
pares de bases, ya sea rio arriba o abajo con respecto al sitio
de iniciacidon de la transcripcion.

- Conferir especificidad de tejido por interaccitn de estas secuen-—

cias enhancers con factores proteicos especificos de tejido.

Diversos mecanismos han sido propuestos para explicar e1 modo de

accionar de estas secuencias enhancers:
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- Los enhancers podrian actuar como sitios de entrada para la RNA
polimerasa 11, que se desplazaria hasta el elemento promotor mas
préximo para iniciar alli la transcripcidn. En los virus SV40 y
polioma, estas secuencias son regiones libres de nucleosomas, que
actuarian como sitio de entrada para la RNA polimerasa II. Sin
embargo este modelo es dificil de reconciliar con el hecho de que
secuencias enhancer son detectadas en un intrdn (rio abajo) en
genes de inmunoglobulinas (107,110).

- Los enhancers podrian actuar como sitio de accion de las DNA
topoisomerasas 1 o 1l, accidn requerida para el proceso de ini-
ciacion de la transcripcion.

- Los enhancers serian sitios de anclaje de genes a la matriz nu-
clear, sujecidn que seria requerida para la funcidn geénica (111).
Alternativamente estas secuencias podrian organizar la estructura
de la cromatina, asegurando la accesibilidad de factores trans-
cripcionales.

- Los enhancers y promotores estarian en intimo contacto a traves
de interacciones entre factores proteicos que actuan en trans
uniéndose a sitios hipersensibles, produciendo una exclusién
("looping out") de secuencias de DNA intercaladas (112). Aparen-
temente este complejo multiproteico en 1a. base de este lazo atra-

eria fuertemente a la RNA polimerasa II.
2.7. Factores transcripcionales

La iniciaciodn de la sintesis de RNA por la RNA polimerasa 11
es el primero de numerosos pasos en la regulacion de la expresioén
genica. El modo de estudiar los sistemas de transcripcidn por la
RNA polimerasa 11 implicd la identificacidn de secuencias de DNA
que controlan este proceso (descriptas en la seccidén anterior), asi
como también el desarrollo de sistemas libres de células capaces de

iniciar la transcripcidn a partir de moldes exdégenos.
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€l empleo de extractos transcripcionales libres de células de-
mostré que la RNA polimerasa II (enzima compleja con miltiples sub-
unidades) reconoce e inicia la transcripcidén sédlo cuando es suple-
mentada con factores adicionales presentes en extractos celulares
crudos.

El fraccionamiento bioquimico de extractos celulares permitio
la identificacidén de 2 grupos de factores: un grupoc que al igual
que la RNA polimerasa Il es requerido por la mayoria de los genes
de clase 11 y actua a través de un elemento promotor comun (como
los factores que se unen a la TATA box) (113-115) y otro grupo que
reconoce solamente elementos regulatorios especificos de genes de-
terminados en diferentes promotores. El hecho de que el factor
especifico del promotor tardio de Adenovirus ("major late promo-
ter”) sea fuertemente estabilizado por el factor que se une a la
region TATA (TF11D) sugiere que la actividad de factores especifi-
cos de genes puede verse mediada por interaccidn con factores gene-
rales (114).

Reinberg y col. (1146) demostraron por separacidn cromatogra-
fica de un extracto de células HeLa que se requerian 5 factores de
transcripciodn para la iniciacidn de la transcripcidn a partir del
promotor tardio de Adenovirus. Estos factorgs de transcripcion fue-
ron denominados IIA, IIB, IIE y IID, junto con la RNA polimerasa
11.

Anadlisis cinéticos, en combinacidn con experimentos en los
cuales se alteraba el orden de agregado de estos factores sugirie-
ron que TFI1A actia primero durante la reaccidn de iniciacion y
esta interaccion es seguida por el agregado de TFIID. La unidén de
la RNA polimerasa 1l a este complejo de preiniciacién ocurre en
ausencia de TFIIE y de TFIIB; no obstante la formacidén de un com-
plejo estable que pueda iniciar la transcripcién requiere la inter-
accion previa del complejo DNA-TFIIA-TFIID-RNA pol 11 con TFIIE y
TFI1IB (117).
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2.8. Dominios de cromatina

La cromatina en nucleos interfdsicos y cromosomas mitdticos
esta organizada en dominios de 5-100 kbp, topoldgicamente aislados
por un anclaje a la matriz nuclear. La particién del genoma euca-
riotico en lazos de 5-100 kbp facilitaria la regulaciodn coordinada
de lJoci geneéticos ubicados en e1 mismo dominio topoldégico.

Estudios recientes han identificado secuencias especificas que
pueden mediar la sujecidn primaria de estos lazos de cromatina,
llamadas MARs (regiones de asociacidn a la matriz /"matrix associa-
tion regions”)(10) o SARs {("scaffold attached regions”) (11). Estas
secuencias estan a menudo ubicadas en las cercanias de enhancers y
contienen secuencias consensc para la interaccidn con la DNA topo-
isomerasa II. De esta manera existe la posibilidad de que en la
base de los lazos cromosomales se regule el nivel de superenrolla-
miento del DNA en todo el lazo, por interacciones de la DNA topo-
isomerasa Il u otros factores que actuan en trans con las secuen-
cias MARs y con los enhancers. El1 tradnsito de las RNA polimerasas a
través de los lazos cromosomales se veria facilitado por accidn de
rotaciones de las DNA topoisomerasas que eliminarian los obstaculos
topoldgicos creados por el continuo desenrollamiento del DNA de
hebra doble durante el proceso de transcripcidn. En la cromatina,
la DNA topoisomerasa 1 esta localizada en la cercania de genes ac-
tivamente transcriptos (57).

Los genes que son activamente transcriptos estdn asociados con
la matriz nuclear en una interaccion labil y dindmica (118-119).
Esta asociacién puede ocurrir con especificidad tisular o en res-
puesta a hormonas. Secuencias del gen transcripcionalmente activo
de la ovoalbumina estdn asociadas con la matriz nuclear en oviduc-
tos de pollo tratados con hormona, pero luego de la remocion de la
hormona, cudndo la transcripcidn cesa, las secuencias de ovoalbumi-
na se disocian de la matriz. Del dominio cromosomal de 100 kbp sen-
sible a la DNAasa 1 de este gen, solo las secuencias transcriptas
(y algunas regiones independientes rio arriba o abajo del gen) es-

t4dn asociadas a la matriz. En ausencia de transcripcidn, pese a que
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las secuencias genéticas se disocian de la matriz, el dominio cro-
mosomal aun mantiene la sensibilidad a la DNAasa 1. De este modo el
establecimiento de un dominio estructural sensible a las nucleasas
es un paso importante en el proceso de determinacidn de la activi-
dad génica, peroc la expresidn del gen requiere ademds la asocia-

cién con la matriz nuclear.

La organizacion de la cromatina en dominios en forma de lazos
capaces de asumir diferentes niveles de compactacidn, tendria un
efecto modulador en la expresion de genes dentro de estas estruc-
turas.

Diferentes propiedades bioquimicas diferencian dominios de
cromatina activa de aquellos de cromatina inactiva (Tabla I, ex-

traida de Ref. 38).

Tabla 1. Caracteristicas de la cromatina

Parametro Inactivsa Activa
Lazo de DNA 5-100 kbp 5-100 kbp
RNA polimerasa - +/-
Nuc leosomas expulsados - +/-
Nuc leosomas en fase +/= +/-
Histona H1 ++ ++
Histonas acetiladas + +++
HMG 14,17 +/- ++
Histonas ubiquitinadas +/- +/-
DNA topoisomerasa 1 - +/-
Factores en trans +/- +/-

Sensibilidad a las

nuc leasas + +++
Sitios hipersensibles (5°) +/- +
Metilaciodn +++ +
Tension torsional - +/-
Replicacidn temprana - +

Periferia nuclear +/- ++
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La cromatina activa consiste en lazos cromosomales relativa-
mente descondensados, mientras que la cromatina inactiva estd orga-
nizada primariamente en lazos cromosomales condensados (de mayor
compactacion). En eucariotes esta compactacidn es causada por la
unién de la histona Hl en forma cooperativa, lo que produce el
empaquetamientoc de nucleosomas en la fibra de 30 nm. Ademds de este
mecanismo pasivo y no especifico para suprimir la expresidn del ge-
noma, existen secuencias regulatorias negativas que actuan en cis
(120). LA uniodn de factores proteicos a estas secuencias regulato-
rias negativas podria bloquear la accesibilidad y/o funcidn de ele-
mentos positivos adyacentes. Secuencias regulatorias negativas que
actdan en cis en forma independiente de orientacidn, posicidn o
distancia a los promotores se denominan secuencias silenciadoras o
silencers y han sido descriptas en levaduras y en el virus §V40
(121,122).

Las interacciones entre secuencias de DNA que actuan en cis vy
factores proteicos que actuan en trans seria requerida solamente
para establecer el estado de cromatina activa y no para mantenerlc
o propagarlo. La unidn de estos factores a enhancers y/o otros
elementos requlatorios en cis, instruiria a.la cromatina para gene-
rar y memorizar un complejo estable y heredable, que tendria la

forma de un lazo cromosomal y se comportaria como un dominio.
3. MONTAJE DE CROMATINA
3.1 Ensamblado de la cromatina: Sistemas in vitro

Las histonas y el DNA se pueden asociar espontaneamente para
formar nucleosomas, pero diversas proteinas nucleares facilitan es-
te ensamblado. Las histonas y e1 DNA tienen la informacion morfo-
genética requerida para ensamblar un nucleosoma. La reconstitucion
de estructuras tipo cromatina a partir de histonas y DNA 1in vitro
requeria el uso de fuerzas itnicas altas. Estas condiciones no

fisioldgicas fueron requeridas para neutralizar la fuerte interac-
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cidn electrostdtica entre las histonas y el DNA. El montaje de cro-

matina in vitro bajo condiciones fisioldgicas de fuerza idnica y

temperatura fue desarrollado inicialmente por Laskey y col. (123).

Por los menos 3 tipos de interacciones estadn involucradas en

el montaje de nucleosomas:

- Uniones estereoespecificas entre histonas para formar octameros.
- Repulsidn electrostatica entre histonas cargadas.

- Atraccion electrostatica de las histonas por el DNA.

Las fuerzas repulsivas desestabilizan el octamero de histonas
a fuerza 1i6nica fisioldgica, de manera que sédlo se observan octa-
meros libres en solucidn (en ausencia de DNA), cuando la repulsioén
de carga de las histonas decrece en alta sal (NaCl 2ZM) o por aso-

ciacivn con polipeptidos anidnicos (124,125).

Se han descripto numerosos sistemas experimentales para el
montaje de particulas nucleosomales a fuerza idnica fisioldgica.

Estos sistemas pueden agruparse en 3 clases (126):

- Sistemas de automontaje: en los cudles las histonas y el DNA se
asocian sin la intervencidn de factores de montaje.

- Sistemas de montaje mediado por factores: en los cudles el mon-
taje es facilitado por factores de ensamblado purificados.

- Homogenatos celulares no fraccionados.

- Sistemas de automontaje

Dentro de este primer grupo, la reconstitucidn de histonas
purificadas y DNA por didlisis a partir de soluciones de alta con-
centracidn salina, da productos solubles que consisten en particu-
las nucleosomales bien empaquetadas.

Ruiz Carrillo y col. (127) renaturalizaron nucleos de histonas
en tetradmeros de H3/H4 y dimeros de H2A/H2B por didlisis prolonga-

da, bombeando lentamente las histonas en un exceso de DNA a NaCl
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0,2 M. El producto estaba formado por auténticos nucleosomas. La
adicion de la histona H1l causaba problemas de insolubilidad. Stein
y col. (124) mezclaron el "core" de histonas y el DNA abruptamente,
obteniendo un precipitado que podia ser redisuelto después de 16 h
a 37°C, al cabo de las cudles detectaron la formaci®dn de nucleoso-
mas. En ambos caso el exceso de histonas causaba una precipitacioén
irreversible. La importancia de estos dos sistemas radica en que,
si bien ambos procedimientos sorn limitados a las condiciones en las
que producen productos nucleosomales en lugar de precipitados in-
solubles, establecen claramente el principioc de que los nucleosomas
se pueden autoensamblar a partir de histonas y DNA sin otros fac-

tores.

- Montaje mediado por factores

Entre los factores que facilitan el montaje de nucleosomas se
han descripto la DNA topoisomerasa I, la nucleoplasmina, los Acidos
poliglutamico y poliaspartico.

Germond y col. (128) describieron un sistema de ensamblado de
nucleosomas a partir de histonas y DNA mediado por un extracto rico
en DNA topoisomerasa 1 ("nicking-closing enzyme”), o por esta misma
enzima purificada. Cudndo los complejos DNA-histonas eran montados
in vitro a partir de DNA circular relajado, un numeroc de superenro-
llamientos cercano al fisioldgico era inducido en la molécula de
DNA. El grado de asociacion histonas-DNA era medido por el numero
de vueltas de superenrollamiento introducidas en una molécula de
DNA circular inicialmente relajada. Cuando el DNA se enrolla alre-
dedor de las histonas para formar un nucleosoma, se induce una res-—
triccidn topoldgica equivalente al desenrollamiento de una vuelta
de la doble hélice en el duplex de DNA. Esta restriccidn topolo-
gica produce un complejo DNA-histonas superenrollado que puede ser
relajado por accidn de la DNA topoisomerasa 1. Este complejo rela-
jado contiene una molécula de DNA que luego de la remocidn de las
histonas presenta superenrollamientos negativos. Solamente después
de la desproteinizacién resulta evidente la superhelicidad del DNA
y 1 numero de superenrollamientos por molecula de DNA corresponde

al numero de nucleosomas por complejo.
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Dos mecanismos han sido propuestos para la accién de la DNA
topoisomerasa I en este sistema. Esta enzima podria facilitar el
correcto posicionamiento del DNA alrededor del octamero de histonas
relajando las restricciones topoldgicas impuestas durante el mon-
taje de la cromatina. Alternativamente, podria facilitar la asocia-
cion de las histonas y el DNA formando un complejo entre esta en-

zima y el DNA.

La nucleoplasmina es una proteina termoestable acidica, ori-
ginalmente aislada de huevos de Xenopus (129), que facilita el mon-
taje de nucleosomas in vitro al mezclar rapidamente histonas y DNA.
Esta proteina es rica en aminodcidos con carga potencial (30 %
Asparagina + Glutamina) (130), estd fosforilada (131) y en soluciodn
constituye un pentdmero con subunidades de 29-30 000 (132). No se
une a DNA pero si se pega a histonas 1In vitro. A diferencia de la
DNA topoisomerasa I puede mediar el ensamblado de nucleosomas en
presencia de exceso de histonas.

La nucleoplasmina constituye la proteina mds abundante en nu-
cleos de ovocitos de Xenopus en una concentraciodn-cercana a 5 mg/ml
y representando 7,5-10 % de las proteinas nucleares totales. Esta
proteina u otra antigenicamente relacionada se encuentra presente
en el nucleoplasma de un amplio rango de tipos celulares en verte-
brados.

Aunque no esta claroc si la nucleoplasmina se encuentra unida
estrechamente a la reserva de histonas en ovocitos de Xenopus, su
capacidad de pegarse a histonas 1In vitro sugiere la posibilidad de
que 1in viveo participe en el ensamblado de nucleosomas, tanto neu-
tralizando la repulsitén electrostadtica entre histonas (promoviendo
de ese modo interacciones histona-histona), como actuando en forma
de transportador molecular compitiendo contra la fuerte atraccidn
electrostatica entre histonas y DNA, minimizando de ese modo la
aparicién de agregados insolubles inespecificos.

Estas interpretaciones son consistentes con observaciones de
Stein y col. (124) segun las cuales 1los acidos poliglutdmico vy
poliaspartico facilitan el montaje de nucleosomas si son usados en

las condiciones descriptas para la nucleoplasmina.



Introduccion 30

- Homogenatos celulares
Ninguno de los métodos descriptos anteriormente producen un

correcto espaciamiento de nucleosomas, obteniéndose en cambio un
espaciamiento al azar, o a intervalos mds cortos que los de la
cromatina nativa.

Laskey y col. (123) utilizaron un sistema de montaje de croma-
tina a partir de un extracto de ovocitos de Xenopus que resulté en
un espaciamiento regular de los nucleosomas de 195 bp. También se
ha demostrado un correcto espaciamiento en un sistema de ensamblado
a partir de un extracto de embriones de Drosophila (133). En este
sistema los factores del extracto que median el ensamblado de nu-
cleosomas probablemente interactuen primero con el DNA (antes de
interactuar con las histonas), pues la preincubacitn del DNA con el
extracto incrementa marcadamente el grado de montaje obtenido. Las
particulas nucleoproteicas obtenidas cosedimentan con las de croma-
tina nativa.

Ryoji y Worcel (28,134) inyectaron DNA (gen RNA 5SS de Xenopus)
en vesiculas germinales de ovocitos de Xenopus y abservaron que el
DNA inyectado era ensamblado en 2 tipos de minicromosomas. Una
fraccidon de los minicromosomas era soluble y se comportaba como
cromatina convencional; mientras que la otra fraccidn era insolu-
ble, sensible a la DNAasa I, carecia de una estructura tipica de
nucleosomas, y generaba por digestidn con nucleasa micrococal un
fragmento minimo equivalente a medio nucleosoma. Demostraron un
aumento gradual en la transcripcidén del DNA inyectado, gque se co-
rrelaciond con un incremento en la superhelicidad del molde de DNA.

Para analizar la estructura del DNA en los minicromosomas en-
samblados, inyectaron enzimas tales como la DNA topoisomerasa I vy
la DNAasa I en las vesiculas germinales. La relajacién del DNA in-
ducida por la inyeccidén de estas enzimas indicd claramente que el
DNA superenrollado en estos minicromosomas debia estar en un estado
inestable de alta energia. Postularon la existencia de 2 tipos de

cromatina, una cromatina dindmica con tensidn torsional y que por
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consiguiente seria relajada por estas enzimas; y la otra cromatina
estatica carente de tensidn torsional, que no seria afectada por
estas enzimas (28).

Cerca de la mitad de los minicromosomas montados en este sis-
tema pertenecian al tipo de cromatina dindmica. El término de cro-
matina dindmica fue acufado teniendo en cuenta que la novobiocina
(un inhibidor de la DNA topoisomerasa 11 dependiente de ATP) tam-
bién inducia una relajacidn del DNA, sugiriendo esto que una accidn
de tipo DNA girasa seria responsable del superenrollamiento de es-
tos minicromosomas.

Los minicromosomas solubles fueron caracterizados como croma-
tina estatica y los insolubles como cromatina dinamica.

Blikin y col. (135) desarrollaron un sistema de montaje de
minicromosomas a partir de un erxtracto de ovocitos de Xenopus
(sobrenadante de alta velocidad). Los minicromosomas ensamblados
presentaban una periodicidad de 200 bp. El DNA superenrollado agre-
gado a este extracto era primerc relajado en una reaccidn que toma-
ba 4 min, y luego era lentamente superenrollado en un proceso que
demandaba 4 h. La relajacidn era parcialmente inhibida por EDTA,
sugiriendo que era catalizada por una DNA topoisomerasa I; mientras
que el superenrollamiento requeria la presencia de ATP y MgClz,
siendo completamente inhibido por la novobiocina.

El montaje de cromatina en este sistemé es un proceso activo
que requiere ATP. El modelo propuesto por estos autores postula que
la cromatina dindmica es relajada pasivamente por accion de la DNA
topoisomerasa I, y activamente superenrollada por la actividad de
DNA girasa (DMA topoisomerasa Il complejada con otros factores).
Sugirieron que las histonas nucleosomales podrian interactuar di-
rectamente o indirectamente con el DNA superenrocllado en la croma-

tina dindmica para generar cromatina estatica.

ta estructura nucleosomal alterada de los minicromosomas in-
solubles podria explicar los superenrollamientos no estabilizados
del DNA, debido a que estos minicromosomas no contienen nucleosomas

convencionales.
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Davis y col. (136) sugirieron dos explicaciones para la falta
de solubilidad de la cromatina dindmica: la asociacién con la ma-
triz nuclear o la formacidn de grandes agregados insolubles de cro-
matina. Interacciones proteina-proteina serian responsables de la
disposicion de estos minicromosomas insolubles y sensibles a las
nucleasas en estos agregados.

Dada la simetria dual del nucleosoma, en los minicromosomas
dinamicos podria existir una estructura abierta en dos mitades. No
se conoce la composicidn quimica de estos nucleosomas abiertos pero
se postula que no tienen una estructura nucleosomal tipica con un
octamero de histonas, poseyendo en cambio un tetramero de histonas
H3/H4 (137), ese tetrdmero mas un dimero de H2A/HZB (27), o el

niucleo tipico de histonas mds factores proteicos que se unen al DNA

(138).
3.2. Montaje de cromatina durante la replicacion

Ninguno de los sistemas anteriormente descriptos, producen el
montaje de la cromatina a medida que el DNA se reﬁlica, Yy quizds no
reflejen con precisidn el mecanismo que ocurre iIn vivo en este pro-
ceso.

El montaje de la cromatina es un proceso que ocurre 1in vivoe
durante la proliferacién celular. Durante la fase S del ciclo ce-
lular, la sintesis de DNA estd& temporalmente coordinada con el en-
samblado de nucleosomas en el DNA replicante, en o cerca de la hor-
quilia de replicacién (139-141). En consecuencia el montaje de cro-
matina durante la replicacidn del DNA representaria un papel cen-
tral, alterando o manteniendo el estado de predeterminacidn celu-
lar, regulando asi la expresion génica.

Stillman (142), utilizando un extracto citosdlico de células
humanas 293, obtuvo replicacidén eficiente a partir de un plasmido
que contenia un origen de replicacién del virus SV40 en presencia
de antigenoc T del mismo virus. El agregado de extracto nuclear de
las mismas células provocaba un superenrollamiento negativo del DNA

replicante pero no del DNA que no se replicaba. Experimentos de di-
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gestién con nucleasa micrococal, sedimentacidn en gradientes de
sacarosa y microscopia electrénica demostraron claramente que estos
superenrollamientos negativos resultaban del ensamblado del DNA gue
se estaba replicando en una estructura de cromatina. Estos resul-
tados sugieren gue durante la replicacién del DNA se pueden unir
histonas en ambos lados de la horguilla de replicacidn por un me-
canismo activo acoplado a la replicacién que no requiere un molde

de nucleosomas preexistentes.

Almouzni y Méchali (143) describieron un sistema obtenido a
partir de ovocitos de Xenopus que simula la reaccidn que ocurre en
una horquilla de replicacién in vivo donde el montaje de la croma-
tina estd acoplado a la sintesis de la cadena complementaria de
DNA. La reaccidn de sintesis de DNA puede ser desacoplada de la
reaccién de ensamblado titulando proteinas de la cromatina; prein-
cubando el extracto con DNA de hebra doble se evita el superenro-
llamiento del DNA que se estd replicando sin afectar la velocidad
de su sintesis. La cromatina ensamblada con DNA de hebra doble no
replicado es un proceso mas lento comparando con €1 ensamblado aco-

plado a la replicacién (2 hs vs. 30 min),
3.3. Cromatina y expresion

La disponibilidad de sistemas aptos para la transcripcion in
vitro (144,14%) y para el montaje de cromatina (seccidn 3.1.) han
hecho posible analizar las interacciones entre las RNA polimerasas
y los moldes de cromatina a un nivel molecular.

Knezetic y col. (146) estudiaron la transcripcion a partir de
extractos de células HeLa, de moldes de DNA circular en los cuales
habian reconstituido un numero variable de nucleosomas usando un
extracto de ovocitos de Xenopus. Observaron que no ocurria inicia-
ciovn de la transcripcidn en agquellos moldes de DNA donde la recons-
titucidn de nucleosomas alcanzaba 2/3 de la densidad fisioldgica de
nuc leosomas. Moldes que presentaban una reconstitucidn menor a 1/3
de la densidad fisioldgica de nucleosomas eran transcriptos tan

eficientemente como el DNA desnudo.
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La unidn de nucleosomas al DNA bloquea la iniciacidn de la
transcripcidn por la RNA polimerasa Il inp vitro. El armado de un
complejo de preiniciacidén para la RNA polimerasa II previamente a
la unién de nucleosomas produce moldes de DNA con nucleosomas, que
permiten la iniciacidén de la transcripcidn con una eficiencia com-
parada a la del DNA desnudo (147,148). Un complejo de preinicia-
€i6n para la RNA polimerasa Il se define como la coleccidén de fac-
tores de iniciacién unidos al promotor junto con esa enzima, que
iniciaran la transcripcidn inmediatamente después del agregado de
los 4 ribonucledtidos (149). De estos experimentos surge que ni la
RNA polimerasa II ni los factores de transcripcidn pueden desplazar
a lo nucleosomas previamente unidos al molde de DNA.

El hecho de que factores de iniciacidn puedan influenciar el
montaje de cromatina fue previamente descripta para el factor
TFIIIA, donde este factor de iniciacidn especifico para el gen de
RMNA S5 previene la inactivacidén del promotor durante la unidn de

nucleosomas i1n vitro (71,150).

Con el propésito de investigar la naturaleza ‘de estos factores
que evitaban la represidén mediada por nucleosomas, Workman y Roeder
(151), utilizaron el sistema de montaje de cromatina de ovocitos de
Xenopus. Ensayaron la capacidad de extractos nucleares de HelLa y de
factores transcripcionales {(parcialmente purificados a partir de e-
sos extractos) para bloquear la represion por la unidn de nucleo-
somas del promotor tardio principal de Adenovirus ("major late
promoter”)}. Encontraron que la preincubacion del DNA, ya sea con
extractos de HeLa o con el factor TFIID (factor que se une al TATA
box), producia moldes de DNA que eran potencialmente activos en la
transcripcidn tras el montaje de cromatina. Estas preincubaciones
impedian la represion mediada por nucleosomas de ese promotor.

Estos resultados sugieren que para genes transcriptos por la
RNA polimerasa Il (asi como para genes transcriptos por la RNA
polimerasa 111 (72)) los complejos estables de preiniciacidén con-
stituyen un componente integral de la cromatina transcripcionalmen-

te activa. De esta manera TFIID, ademas de su papel como factor de
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iniciacion de la transcripcidn, facilitaria el reconocimiento del
promotor permitiendo el acceso de la RNA polimerasa Il y otros fac-
tores a regiones promotoras con las cudles est& asociado.

La falta de iniciaciédn de la transcripcidn a partir de un pro-
motor dentro de un nucleosoma puede deberse a la inaccesibilidad
del sitic de entrada de la RNA polimerasa II y/oc a la dificultad de
abrir la doble hélice del DNA enrollado en la superficie de las
histonas.

Estudios in vitro demostraron que ni la RNA polimerasa bacte-
riana SP6, ni la RNA polimerasa Il inician la transcripcidn a par-
tir de un promotor si éste estd en un nucleosoma, pero que una ve:
iniciada la transcripcion ambas polimerasas son capaces de "leer” a
traves de los mismos (152). En el curso de la transcripcion las
histonas son desplazadas del DNA, hecho confirmado por la exposi-
cidén de sitios para enzimas de restriccidn y por el cambio de mi-
gracion del DNA molde a la posicitdn de DNA desnudo en un gel.

Puede ser un hecho general gque enzimas de procesamiento atra-
viesen regiones de DNA organizadas en nucleosomas y desplacen a las
histonas. Esto implicaria una estructura alterada ‘de los genes du-
rante la transcripcion. Esta alteracidn puede ser transitoria con
rdpido reensamblado de nucleosomas posterior a la transcripcion. La
persistencia de nucleosomas en algunos genes activos podria expli-
carse por tal reasociacién (153).

La capacidad de las RNA polimerasas de leer a traves y despla-
zar a los nucleosomas puede explicarse por medio de la disociacion
de unos pocos pares de bases del extremo del nucleosoma. Una RNA
polimerasa involucrada en la transcripcidn podria avanzar esos po-
cos pares de bases y hacer una pausa hasta que se produzca una nue-
va disociacién. Las RNA polimerasas son incapaces de penetrar un
nuc leosoma en el medio, pero lo pueden invadir desde los extremos.
Esta capacidad de leer a través de los nucleosomas esta presente

tanto en RNA polimerasas bacterianas como eucariodticas.



4. DIFERENCIACION CELULAR
4.1. Teratocarcinomas

Un tipico teratocarcinoma de ratén contiene una mezcla de
tipos celulares diferenciados. Esta complejidad resulta del hecho
de que estos tumores surgen a partir de células primordiales
("stem”) que son pluripotentes (154), esto es que son capaces de
formar derivados de las 3 capas germinales primarias: endodermo,
mesodermo y ectodermo. Existe una disposicidn al azar de tejidos
diferenciados, pues algunas células primordiales se diferencian en
cartilago, y otras en misculo, tejido glandular, tejido nervioso u
otros tipos celulares. No se conoce el mecanismo que dispara tal
diferenciacidn pero, en general, los derivados diferenciados de
estas celulas "stem” son células normales y no malignas. Algunas
ceélulas primordiales en lugar de diferenciarse continuan prolife-
rando en el estado indiferenciado formando grupos de células de
carcinoma embrionario intercalados en la mezcla desorganizada de
derivados diferenciados. La proliferacion continud de esta pobla-
cit6n de celulas "stem” indiferenciadas es responsable de las pro-
piedades malignas de los teratocarcinomas, tales como el crecimien-
to maligno y la transplantabilidad, pero no de l1a metastasis.

La pluripotencia de células de carcinoma embrionario es un
reflejo de su similitud con células embrionarias normales. Esta
similitud no es sorprendente teniendo en cuenta que estas células
tumorales pueden derivarse directamente de células embrionarias
tempranas. Las células de carcinoma embrionario siguen proliferan-
do y se diferencian (formando un teratocarcinoma) cada vez que un
embridn temprano de ratdn es transplantado a un sitio extrauterino
(tal como rifdn o testiculo de adulto). Bajo condiciones apropia-
das, aproximadamente un 50 % de estos tumores inducidos experimen-
talmente son teratocarcinomas malignos que retienen una poblacidn

proli%erante de células primordiales indiferenciadas (155).
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Las células de carcinoma embrionario ("EC cells”) derivadas de
teratocarcinomas de ratdn son muy similares a las células pluripo-
tentes "stem" del embridn (156,157). El uso de éstas células tumo-
rales como modelo para el estudio del desarrollo i1n vitro en mami-
feros, permite evitar muchas de las dificultades derivadas de la
manipulacion del material embrionario. De esta manera las lineas
celulares de teratocarcinoma constituyen una alternativa a las cé-
lulas pluripotentes del embridn. Esto es de vital importancia, dado

que no ha sido posible establecer lineas celulares embrionarias

pluripotentes in vitro.

Las células de carcinoma embrionario pueden ser mantenidas en
estado indiferenciado, o inducidas a diferenciarse in vitro en una
variedad de tipos celulares incluyendo derivados de las 3 capas
germinales. La diferenciacidn puede ser inducida por cambios en las
condiciones de cultivo (138,159), o por la adicién de inductores
quimicos como el acido retinoico (160).

Estas células son marcadamente heterogéneas a pesar de su mor-
fologia similar. Diferentes lineas celulares requieren condiciones
de cultivo especiales y muestran variaciones en su crecimiento. La
diferencia mds impactante entre este tipo de células es el grado de
diferenciacidén que alcanzan. Las células de carcinoma embrionario
PCC4 se diferencian tanto iIn vivo como in vitro, mientras que las
células F? solamente se diferencian in vitro, siendo este proceso

fuertemente estimulado por el agregado de &acido retinoico.

Para el estudio de la diferenciacidn es necesario tener mar-
cadores que sean especificos de cada uno de los tipos celulares
diferenciados formados tal como proteinas especificas de endodermo
como la a-fetoproteina (161l) o el activador de plasmindgeno (162) o
seguir la desaparicion de antigenos especificos del estado embrio-

nario, tales como el antigenoc de la superficie celular SSEAL (163).



S. REGULACION DE LA EXPRESION DEL VIRUS POLIOMA
5.1. El1 virus polioma

El virus polioma, que produce infeccidn litica en ratones, al
igual que el virus de SV40 pertenece al grupo de los papovavirus.
Ambos son pequefios DNA virus con genomas virales de aproximadamente
S kbp, constituidos por una molécula de DNA de hebra doble dividida
igualmente en una regidn temprana y una regiodn tardia.

La region temprana codifica para los antigenos T (T grande, t
mediano y t chico) gque son sintetizados previamente a la replica-
cidn viral. La regidn tardia codifica para las proteinas de capside
VP1, VP2 y VP3. Los extremos 5° de las regiones codificantes de am-
bas regiones estan separados por una regidn no codificante que con-
tiene elementos requlatorios de la transcripcidn y de la replica-
cidn.

La funcion de los antigenos T ha sido extensamente estudiada,
ya que estan implicados en el ciclo litico y en la transformacidn.
El antigeno T grande, participa en la iniciaciodn de la sintesis de
DNA viral (164) y en la regulacidn negativa de la transcripciodn
temprana (165,166).

Este virus es oncogénico en ciertos roedores e induce trans-
formacion maligna de células en cultivo en diferentes especies de
mamiferos. Las ceélulas transformadas contienen secuencias virales
integradas en sus proplas secuencias y expresan ciertas proteinas
virales (las proteinas tempranas). El antigeno T grande interviene
en el establecimiento y la manutencitn del estado transformado.

El antigeno t mediano es suficiente para transformar cultivos
de lineas continuas pero debe estar asociado al antigeno T grande
para conferir a las ceélulas independencia de factores de crecimien-
to. La funcion del antigeno t chico no ha sido aun bien determina-

da.
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'5.2. Enhancer del virus polioma

El rango de huésped del virus polioma depende de la actividad
de su enhancer, el cudl es inactivo en células indiferenciadas de
carcinoma embrionario, tal como las células F9, activandose luego
de la diferenciacidn de estas ceélulas (167-169).

Un bloqueo tanto en la transcripcidn viral como en su repli-
caciéon es responsable de la falta de expresion de los productos gé-
nicos virales en celulas de carcinoma embrionario (170). El virus
salvaje puede infectar y lisar derivados diferenciados de las célu-
las de carcinoma embrionario. El blogqueo en la expresidn del virus
polioma en células indiferenciadas puede evitarse por mutacidén de
las secuencias del enhancer viral (171,172).

Este enhancer constituye un interesante sistema de estudio
pues siendo un elemento regulatorioc que actua en cis, no solo se
requiere para la activacion transcripcional sino también para la
replicacidén del DNA viral (173). De este modo el complejo enhancer-
origen de la replicacidn de polioma ofrece un sistema unico para
estudiar una posible relacidn entre la regulacion de la trans-—
cripcion y de la replicacidn. Factores tanto negativos como posi-
tivos contribuyen a la actividad tipo celular-especifica de este
enhancer.

Este enhancer abarca una regitdn de 244 pares de bases y esté
dividido en 4 elementos: A, B, C y D, definidos principalmente por
estudios de efectos de deleciones en ensayos de replicacion (174).
El dominio A de este enhancer es suficiente por si solo para acti-
var la transcripcion y la replicacién, actuando asi de forma simi-
lar al enhancer completo, tanto en ceélulas diferenciadas como in-
diferenciadas (174-176). E]l dominio A interactua especificamente
con 2 factores de transcripciodn PEAl y PEA2, presentes en extractos
de fibroblastos de ratén (células 3T6)(177)(Fig 3). E1l factor PEAL
no es detectado en células de carcinoma embrionario (178) y se in-
duce luego de la diferenciacion de estas ceélulas en endodermo pa-
rietal, sugiriendo que ésta proteina es crucial en la regulacitdn de

la erpresidn génica viral durante la diferenciacion celular.
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El factor PEAl es importante para la actividad del enhancer in
vivo dado gue una mutacidn puntual gue destruye el sitio de unidn
de este factor produce una mutante viral deficiente para la repli-
caciodn y para la transcripcidn. La reversidon de esta mutacion no
solo restablece el pegado de PEALl sino también la funcidn del en-

hancer (179).
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Fig 3. Esquema de la regidn enhancer del virus polioma.
Interacciones DNA-proteina en la regidn del enhancer de polioma. Se
muestran las homologias con otras regiones enhancer virales tales
como, la homclogia con el enhancer E1A de Adenovirus (AD), con el
del virus SV40 (SV) y con del virus del papiloma bovino (BPV). Tam-
bién se muestran la division de este enhancer en 4 dominios (A-D)
como fuera definido por Veldman y col. (174).

Se han descripto factores que se unen a elementos adyacentes
del dominioc A, como el factor EF-C que se une al elemento C (180).
La integridad de este elementoc C es importante para la funcidén del
enhancer in vivo. El1 enhancer B contiene una secuencia similar a la
encontrada en el enhancer de SV40, con sitios de unidn para los
factores AP2 y AP3.

El enhancer de polioma funciona mal en células indiferenciadas
y ésto podria explicarse al menos en parte por la ausencia de fac-
tores gque interactuen con el elemento A (PEALl y PEA2).Wasylyk y
col. (175) propusieron que PEAl1l actua como un factor positivo indu-

cible mientras gque PEA2 lo hace como un represor labil.
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Han sido aislados virus mutantes con alteraciones en el enhan-
cer cuya actividad no depende del estado de diferenciacidn de la
célula. Los enhancers mutantes son de 2 tipos: aquellos que han du-
plicado secuencias (como los mutantes en PCC4 que duplican el domi-
nio A), y los que tienen mutaciones puntuales, como los mutantes

aislados en ceélulas F9.

Otra propiedad de este enhancer es que su funcidn puede ser
modulada por oncogenes virales o celulares. El gen transformante de
Adenovirus, ElA reprime la actividad de este enhancer en celulas
HeLa (181-183). Por otro lado el mismo enhancer puede ser activado
por un promotor de tumores, el 12-0O-tetradecanoylphorbol 13-acetatc
(TPA), o por el oncogen Ha-Ras en erperimentos de expresidn transi-
toria en celulas linfoideas de ratén (184). Tal modulacidn de la

furcidn de un elementoc regulatorio debe reflejar de algun modo lcs

procesos que tales oncogenes modulan en las células.

Teniendo en cuenta la secuencia de reconocimiento del DNA y la
naturaleza del factor, se comprobd que el factor PEAL estd intima-
mente relacionado con el factor transcripcional humanoc AP-1, siendo
su equivalente en ratdn., Este factor PEAl media la activacidn posi-
tiva del dominio A en respuesta a 6 diferentes oncogenes transfor-
mantes, al promotor de tumores TPA, a elementos presentes en el

suero, y durante la diferenciacidn de las células F? (183).

6. FACTOR TRANSCRIPCIONAL AP-1

El factor transcripcional AP-1 fue descripto como una activi-
dad que se une al DNA con sitios de reconocimiento en el enhancer
de SVY40, el gen de la metalotioneina humana, el gen E3 de Adenovi-
rus y regiones de control de genes cuya expresién es estimulada por
tratamientos con ésteres de forbol (186-188). Se han descripto mu-
chos tipos celulares que contienen la actividad AP-1, vy se locali-
zaron sitios de unidn para este factor dentro de elementos regula-

torios tanto negativos como positivos.
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Los niveles de actividad de AP-1 aumentan luego del tratamien-
to de las células con una variedad de agentes estimulatorios como
el suero, el factor de crecimiento neural y el ionédforo de calcio A

23187 (189,190).

La posibilidad de que el oncogen Jjun codificara para un factor
de transcripcidn surgidé al comprobar la homologia presente entre el
extremo carboxiterminal de la proteina Jun y el activador trans-
cripcional GCN4 (191). GCN4 es responsable de inducir la expresion
de varios genes involucrados en la biosintesis de aminoacidos en
levaduras (192). La homologia al c-jun esta restringida al dominio
de unidn al DNA del GCN4. Esta homologia sugirid la idea de que la
proteina del oncogen Jjun podria actuar como un activador de la
transcripcidn. GCN4 se une en forma de dimero & secuencias de reco-
nocimiento intimamente relacionadas con un sitio de AP-1 (193).

Preparaciones purificadas por cromatografia de afinidad de
AP-1 contienen numerosos polipeéptidos en el rango de peso molecular
de 35 000 a 50 000. La primera de estas proteinas identificadas fue
el producto del proto-oncogen Jjun (194). Este oncogen es llevado

por el virus del sarcoma aviar (ASV 17) (195).

Siguiendo una linea de investigacion completamente diferente
se identificd otro producto oncogénico (Fos) como una proteina AP-1
(189,196). El oncogen fos es responsable de la induccidén de sarco-
mas oseos por lps virus de sarcoma murinos FBJ y FBR (197). Codifi-
ca para una fosfoproteina de peso molecular de 62 000 que forma un
complejo en el nucleo con una proteina de pesc molecular de 39 000
(p39)(198). Este complejo proteico estd asociado con la cromatina y
se une a DNA-celulosa in vitro (199).

La primera evidencia de una actividad que se una al DNA invo-
lucrando a la proteina Fos, surgid por experimentos que mostraban
inhibicitdn de la formacion de un complejo de retardo DNA-proteina
por anticuerpos anti-Ffos, utilizando como sonda de DNA, un elemento
regulatorio de un gen expresado en adipocitos. Este sitio de unidn

era un sitio para el factor AP-1.
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Utilizando anticuerpos anti-Fos, se identificaron entre los
polipéptidos de AP-1 purificados por cromatografia de afinidad con
oligonucledtidos conteniendo un sitic de AP-1, Fos y otros antige-
nos relacionados a Fos (Fra: " Fos-related antigens”)(200). Fra re-
presenta un conjunto de proteinas que son inducidas en circunstan-
cias similares a Fos. Por 1o menos una de estas proteinas, Fra-i,
contiene numerosas regiones de homologia con fFos (201). Estos estu-
dios demostraron que numerosas proteinas pueden unirse a sitios
AP-1 directa o indirectamente a través de interacciones proteina-
proteina. Es por esto que el término AP-1 debe usarse para referir-
se & una actividad que se une al DNA vy no a un gen o producto géni-
co especificao.

La cone»idn entre Fos y Jun surgid por el descubrimiento de
que la proteina asociada a Ffos, p39 era el producto de c-jun (200).
Esto sugiere que al menos en parte el factor transcripcional AP-1
esta compuesto de un complejo proteico conteniendo Fos y Jun.

La actividad de unidn a sitios AP-1 estd compuesta ya sea de
la proteina Jun (194,202,203) o de heterodimeros formados in vivo
entre las proteinas Jun y Fos que forman un complejo proteico en el
nucleo (204,205).

Para investigar la naturaleza de la asociacién de Fos y Jun
con el sitio AP-1 y determinar el papel de la formacidn del com-—
plejo proteico en la unidn al DNA, numerosos autores (204-210) han
reconstituido las interacciones proteina-proteina y proteina-DNA
usando proteinas Fos y Jun sintetizadas in vitro, en un sistema de
lisado de reticulocitos de conejo. El complejo Fos-Jun se faorma ex-
tremadamente rapido in vitro y posee propiedades cromatograficas y
de sedimentacidn similares aungque no idénticas a los complejos ais-
lados de extractos celulares. Jun exhibe un bajo nivel de actividad
de union a sitios AP-1 por si sclo. Fos no se une por si solo a un
sitio AP-1,no obstante actua cooperativamente con Jun para aumentar
la actividad de union al DNA. Esta afinidad incrementada del com-
plejo Fos-Jun por el DNA resulta de una estabilizacidn del complejo

proteina-DNA (Fig 4).
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Fig 4. Modelo de las interacciones funcionales entre AP-1 y Fos.
AP-1 (c—-Jun) se muestra compuesto de 2 dominios funcionales, uno
responsable de unidn al DNA y el otro de la interaccidn con Fos u
otros componentes de la maquinaria transcripcional. Tras la
estimulacidn con TPA, se asocian AP-1 (c—-Jun) y Fos y forman un
complejo que se une al DNA a través de el dominio de unidén al DNA
de Jun. (modelo extraido de la Ref. 239).

Estudios realizados utilizando mutagénesis de la proteina Fos
han demostradc que una repeticidén de 7 leucinas alternadas estabi-
lizan la interaccidn entre las proteinas Fos y Jun (206,211). De
este modo, este complejo entre las proteinas Fos y Jun, estabili-
zado por residuos de leucina presentes en ambas proteinas (confi-
guracidn denominada cierre de leucinas o "leucine zipper") se une a
un sitioc AP-1 en el DNA con mayor afinidad que cada proteina por si
sola, y residuos de amincacidos bdsicos adyacentes a la repeticidn

de leucinas de Fos contribuyen al pegado de este complejo al DNA.
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Un gran numero de proteinas que se unen al DNA poseén esta
repiticidn conservada de 7 residuos de leucina alternados. Esto
representaria una estructura ampliamente usada para la generacidén
de una superficie hidrofdbica a través de la cudl estas proteinas
interactuarian. Un andlisis por mutagénesis de esta estructura en
la proteina Fos ha demostrado que la integridad de las leucinas es
esencial para la interaccion entre Fos y Jun de acuerdo al modelo

del "leucine zipper".

Tanto c-jun como c-fos pertenecen a familias multigénicas. Las
proteinas c-Jun, Jun By Jun D, comparten regiones de homologia en
el extremo carboxiterminal (pegado al DNA y formacion del "leucine
zipper”) y en el extremo aminoterminal (activacién génica). Los RNA
mensajeros para estas 3 proteinas estan presentes en una gran va-
riedad de tejidos de ratdn, y en diferentes lineas celulares. Al
contrario de 1o que ocurre con la transcripcion de c-Jun y de Jun 8
que son fuertemente estimuladas en células 3T3 en reposo por el
suero, o por tratamiento con TPA, la transcripcidn de Jun D no es
estimulada significativamente en estas condiciones. De este modo
Jun D parece ser regulado en forma diferente de c-jun y Jun B.

La distribucién de tejidos y los niveles de expresion del mRNA
de Jun D difiere considerablemente de las de c-Jjun vy Jun B, sugi-
riendo que cada unoc de estos productos génicos relacionados a Jun
podrian tener un rol diferencial en el control de la actividad gé-
nica y en el crecimiento del organismo (212,213). Tanto c-jun como
Jun By jun D, muestran similares especificidades de unidn al DNA e
interacciones con fos (214,215).

Zerial y col. (215) han identificado un nuevo miembro de la
familia génica fos, el gen fos B, que codifica una proteina que
presenta un 70 % de homologia con c-Fos y con Fra-1 (201). Esta

proteina Fos B forma un complejo in vitro con las proteinas c-Jun o

con Jun B.
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La existencia de una familia de proteinas Fos, asi como tam-—
bién de una familia de proteinas Jun, sugiere la interesante posi-
bilidad de que combinaciones de diferentes heterodimeros Jun./Fos
generen un amplioc numero de complejos de regulacidédn génica a partir
de un numero pequeno de genes, lo que representaria un modo econo-
mico de alterar la afinidad y/o especificidad de pegado al DNA re-
querido para la regulacion de la expresion génica. Diferentes com-
plejos heterodiméricos podrian reconocer sitios AP-1 con diferentes

afinidades, o afectar el grado de transcripcidn en forma diferen-

cial.
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1. Preparacién y marcacion del DNA

El DNA plasmidico puC 12 (216) fue marcado en el sitio de
restriccion de la enzima BamHl y circularizado como fue descripto
previamente (217). El método seguido utiliza la enzima polinucled-
tido quinasa de T4 (PNK), capaz de adicionar un fosfato a partir
del [¥-"=PJATP al extremo S' de las hebras del DNA (previamente de-
fosforiladas). Para eliminar los grupos fosfatos de los extremos
5°, 1 DNA fue incubado con la enzima fosfatasa alcalina (de intes-
tino de ternero, 1 U/pg) en un volumen final de 200 pl durante 30
min a 37°C. Se realizaron 3 extracciones con fenol-cloroformo, eli-
minandose los restos de fenol-cloroformo que pudieran haber queda-
do en la fase acuosa por agregado de 1 vol. de eter saturado con
agua. Se centrifugd por 5 min, descartandose la fase etérea supe-
rior. El DNA fue precipitado con acetato de sodio/etancl y luego
este precipitado fue lavado con etanol 70 “.

Se resuspendid el DNA en agua bidestilada y se agrego [(¥-
F=PJATP (1 pl/pg de DNA; Ae = 3 Ci/mmol). La mezcla de reaccidn in-
cluyd buffer PNK 1x (241) y la enzima PNK de T4 (I U/pg de DNA) en
un volumen final de 100 pl. Se incubd por 30 min a 37°C y la reac-
cioén fue detenida por calentamiento a 70°C durante 10 min y poste-
rior enfriamiento a 0°C. El1 DNA marcado fue separado de los nucleb-
tidos radioactivos libres por precipitacidn con polietilenglicol
(PEG) al 10 % y NaCl 0,15 M.

E1 DNA relajado marcado radicactivamente con =P fue super-
enrollado por incubacidn en un extracto de ovocitos de Bufo
arenarum, en forma andloga al método descripto para ovocitos de

Xenopus laevis (138).

2. Células

Las células F9, PCC4, 3T6 y PYS-2 fueron crecidas hasta con-
fluencia temprana en monocapa en medioc Eagle’'s (modificacidon de
Dulbecco) suplementado con 10 % de suero fetal bovino y antibio-

ticos (100 U/ml penicilﬁna, 50 pg/ml estreptomicina).
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Las células HetLa fueron crecidas en suspension en medio

Jokli’'s con los mismos agregados.
3. Diferenciacidon de celulas F9

Se indujo la diferenciacion de las celulas F9 por el agregado
de &cido retinoico (trans-/ 10™* M final/ Kodak) y dibutiril cAMP
(0= M final/ Sigma) por los tiempos indicados. La diferenciacidén
se siguid por la desaparicidn de un antigeno de superficie celular
especifico de células de carcinoma embrionario (SSEA1), utilizando
un anticuerpo monoclonal especifico (163) en un ensayo de FACS

(separador de ceélulas activado por fluorescencia).
4. Preparacitn de extractos celulares para montaje de cromatina

Los extractos fueron preparados por una modificacion del pro-
cedimiento descripto por Dignam y col. (143).

Los "buffers” (o soluciones reguladoras de pH) A y B no fueron
modificados, el buffer C contuvo 20 mM Hepes {(pH 5,9), 0,6 M KC1,
0,2 mM EDTA, 0,5 mM PMSF, 0,5 mM DTT y 20 % (v/v) de glicerol; y el
buffer D fue como el buffer C excepto que l1a concentracién de KCI
fue 0,1 M y el glicerol fue 10 % (v/v).

Las ceélulas 3T6 fueron cosechadas, lavadas con buffer fosfato
salino (PBS) y homogeneizadas en buffer A. La fraccidn citosodlica
fue preparada de acuerdo a Dignam y col.(145). El1 precipitado nu-
clear obtenido de la centrifugacion por 20 min a 25 000 x g se re-
suspendid en 3 m] de buffer C cada 107 células, se homogeneizd en
un homogeneizador Dounce (20 golpes con un émboloc B), se mantuvo en
hielo a 0°C por 30 min y luego se centrifugd otros 30 min a 25 000
¥ g. Se agregaron lentamente 3 volumenes de (NH,)250a saturado al
sobrenadante. Luego de centrifugar a 15 000 x g por 30 min, las
proteinas precipitadas por la sal se resuspendieron en 10 volumenes
de buffer C y se dializaron por 16 horas contra 100 vol. de buffer
D. Este extracto nuclear, denominado N1, fue alicuotado y almace-

nado a -70°C.
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El precipitado obtenido tras la centrifugacién del homogenato
nuclear, se resuspendid en 3 vol. de buffer C, se agregd luego una
solucidn de NaCl 35 M hasta liegar a una concentracién final de 2 M,
y se sonicod (Sonifier cell disruptor, microprobe, posicién 7/ 8
veces, 13 sequndos por vez). Se agregaron luego lentamente 3 vol.
de solucion de sulfato de amonio saturado, y se obtuvo un precipi-
tado por centrifugacidn a 15 000 » g por 30 min. El pellet fue re-
suspendido en 10 volumenes de buffer C y dializado por 16 horas
contra 100 vol. de buffer D. Este extracto nuclear, N2 fue alicuo-
tado y almacenado a -70°C. La concentracion de proteinas fue esti-

mada por el método de Lowry y col. (218).

S. Preparacion de extractos celulares para ensayos de retardo en

geles

Estos extractos nucleares fueron preparados de acuerdo a

Shapiro y col. (219). Los buffers utilizados fueron:

Buffer hipoténico: 10 mM Hepes (pH 7,9), 0,75 mM espermidina, 0,15
mM espermina, 0,1 mM EDTA, 0,1 mM EGTA, 1 mM DTT y 10 mM KC1.
Sales 10 x: 500 mM Hepes (pH 7,9), 7,5 mM espermidina, 1,5 mM
espermina, 100 mM KC1, 2 mM EDTA y 10 mM DTT.

El buffer compensador de sacarosa se prepard por el agregado de 9

vol. de sacarosa al 75 % (peso en volumen) libre de RNasas, a 1
vol. de la solucidn de sales 10 x.
Buffer de resuspensi®n nuclear: 20 mM Hepes (pH 7,9}, 0,75 mM es-

permidina, 0,15 mM espermina, 0,2 mM EDTA, 2 mM EGTA, 2 mM DTT y 25

% de glicerol. E1l buffer final se prepara por 1 agregado de 9 vol.
de esta solucidn de resuspension nuclear a 1 vol. de sulfato de
amonic saturado a 4°C.

Buffer de didlisis nuclear: 20 mM Hepes (pH 7,9), 20 7% glicerol
(v/v), 100 mM KC1, 0,2 mM EDTA, 0,2 mM EGTA y 2 mM DTT.

Las células fueron centrifugadas a 170 x g por 10 min a 4°C,
resuspendidas en 50 vol. de buffer fosfato salino (10 mM fosfato de

sodio pH 7,4, 150 mM NaCl) y vueltas a centrifugar en las mismas
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condiciones. Se midid el volumen del precipitado celular y las cé-
lulas fueron resuspendidas en S5 vol. de buffer hipoténico, dejadas
por 10 min en hielo y centrifugadas a 300 x g por 10 min a 4°C. E1l
precipitado se resuspendid en 2 vol. de buffer hipotdnico (debido
al shock hipotdnico el volumen del precipitado celular se duplical,
y las células fueron rotas en un homogeneizador Dounce (5 golpes
con un émbolo B). Se agregd inmediatamente 0,1 vol. de buffer com-
pensador de sacarosa, y se continud la homogeneizacion (3 golpes
adicionales con un émbolo B). El homogeneizado fue inmediatamente
centrifugado por 30 seg a 10 000 rpm (rotor HB-4 Sorvall/l16 000 x
g) a@a 4°C. El tiempo total de centrifugacidn fue de 2,5 min. Se des-
cartd el sobrenadante, y se resuspendid el precipitado nuclear en 3
ml de buffer de resuspensidn nuclear (3 ml cada 107 celulas). EI
extracto fue dejado por 30 min a 4°C con agitacidén, y sedimentado
por centrifugacidén a 90 min a 150 000 x g (40 000 rpm, rotor Bec-
kman Ti-80) a 2°C. Se removid con cuidado el sobrenadante {(aqui se
descartd el precipitado) y se le agregd a éste sobrenadante sulfato
de amonio s&lido (0,33 g/ml), dejando la muestra 20 min a 4°C di-
solviéndose con agitacién. El precipitado se recolectd por centri-
fugacion a 85 000 »x g por 20 min, resuspendiéndose este precipitado
en 1 ml de buffer de didlisis por cada 107 células. Se dializd toda

la noche contra 200 volumenes de buffer de didlisis.
6. Montaje de cromatina

Para el analisis de los cambios en la topologia del DNA, las
reacciones de montaje de la cromatina se llevaron a cabo en un vo-
lumen de 20 pl en tubos Eppendorf de 1,5 ml.

La mezcla de reaccidn estandar contenia 4 pl de extracto Ni,

2 pl de extracto N2, -aproximadamente 10 ng de DNA circular del
plasmido puCl2 marcado radioactivamente con *2P, Se incubd a 30°C
por los tiempos indicados. Las reacciones se detuvieron por agrega-
do de 4 pl de una solucidén 80 mM EDTA/1 7 SDS, se agregd luego 2 pl
de una solucidn de proteinasa K de concentracidén 10 mg/ml, y se in-
cubd a 37°C por 30 min. El DNA se purificd por extraccidn con fe

nol-cloroformo (1:1), seguida de precipitacién etandlica.



Materiales y Metodos 51

Se sembraron geles de agarosa al 1 %, y la electroforesis se
realizé en buffer Tris/Borato (241). Luego de corridos los geles,
fueron secados y autorradiografiados. Alternativamente se utiliza-
ron geles de agarosa al 1 % equilibrados con cloroquina 7,5 mg/ml

(220).
7. Tratamiento con nucleasa micrococal

Para el analisis del espaciamiento de nucleosomas, el montaje
de cromatina se llevd a cabo en un volumen de 60 pl, con 24 pl de
extracto N1 y 24 pul de extracto N2, en tubos Eppendorf de 1,5 ml.
Luego de incubar a 30°C por 4 horas, se agregd CaCla en una concen-
tracién de 3 mM y MgCl= en una concentracion de &6 mM, junto con nu-
tleasa micrococal (entre 0,2 y 5 unidades) y se continuo la incuba-
cion a 30°C por 4 o 20 min., Se detuvieron las reacciones y se des-
proteinizé como fue anteriormente descripto. Se sembraron geles de
agarosa al 2 7% para la separacion electroforética. Luego de la co-
rrida, los geles fueron embebidos en acido tricloroacetico al 5 %,

secados y autorradiografiados.

8. Ensayos de decatenacidn

Estos ensayos se realizaron de acuerdo a lo descripto ante-
riormente por Chen y col. (221). Las reacciones (20 pl) contenian
Tris 40 mM, pH 7,5, KC1 100 mM, MgCl= 10 mM, DTT 0,5 mM, EDTA 0,5
mM, albumina sérica bovina 30 pg/ml, 20 pg/ml de DNA kinetopldstico

de Trypanosoma cruzi, y las fracciones subcelulares (ver Fig 6). Se

incubd por 30 min a 37°C. Se utilizaron S5 pl de una solucidn con
Ficoll al 20 %, Sarkosyl al 5 % y EDTA SO mM para detener la reac-

cioén.
9. Ensayos de retardo en geles

Un oligonucledtido conteniendo el sitio AP-1 presente en el
promotor E3 de Adenovirus (sitioc AP-1 idéntico al del enhancer del
virus polioma, pero con distintas regiones flanqueantes) fue sinte-

tizado y purificado. La secuencia de este fragmento AP-1 es:
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GATCAAGTTCAGATGACTAACTCAGGG
TTCAAGTCTACTGATTGAGTCCCCTAG

Este oligonucledtido se marcd por el método de "fill in” con
el fragmento Klenow de la DNA polimerasa I (Boehringer, Manheim,
Indianapolis, IN) en presencia de S2P-dGTP (Amersham, Chicago, IL).

Como competidor no especifico, utilizamos el par de oligonu-
cledtidos que comprenden las secuencias -45 a -67 del promotor tar-
dio de Adenovirus que une al factor de transcripcion MLTF ("major
late transcription factor”).

Las reacciones de pegado de factores proteicos al DNA se lle-
varon a cabo en un volumen de 10 pl. Se preincubaron 7,3 o 15 pg de
extractos nucleares con buffer de uniéon (10 mM Hepes pH 7,9, 60 mM
KCl, 0,1 mM EDTA, 9 % glicerol y 1 mM DTT), y con poli-dIldC (Boeh-
ringer Manheim, Indianapolis, IN) por 20 min a temperatura ambien-
te. Se agreqd competidor "frio"” (no marcado radiocactivamente) ya
fuera especifico (sitio AP-1) o no especifico (sitio MLTF),.y S min
después se agregd 0,2 ng de la sonda del oligonuclettido AP-1 mar-
cado radioactivamente, continuadndose la incubacién por 20 min a
Jo°cC.

Los complejos DNA-proteina se resolvieron en geles de poli-
acrilamida (49 partes de acrilamida: 1 parte de bis-acrilamida). La
electroforesis se realizd con el siguiente buffer de corrida: 40 mM
Tris, 266 mM Glicina pH 8,2; por 90 min a 200 volts. Luego de la
electroforesis se secaron los geles, y se autorradiografiaron toda

la noche sin pantalla intensificadora, usando films Fuji a -70 °C.
10. Trans—activacidon de AP-1 en células de carcinoma embrionario

Para los experimentos de activacidn se caincubaron 6,75 pg de
proteinas de los extractos nucleares indiferenciados (F9 o PCC4)
con 0,75 pg de proteinas de extractos nucleares diferenciados (37T6)
por 15 min a temperatura ambiente. Luego se procesaron las reaccio-

nes como fue descripto anteriormente (Mat. y Met: 9).

11. Cromatografia en columnas Mono S FPLC
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Se fraccionaron extractos nucleares de células 3T6 en columnas
Mono S FPLC ("Fast protein liquid chromatography”"/Pharmacia, Pis-
cataway, NJ), y las proteinas fueron eluidas usando un gradiente
lineal de sales, de 50 a 1000 mM KCl. Las fracciones eluidas de la
columna fueron ensayadas en reacciones de pegado al DNA y de trans-
activacion de AP-1 en células indiferenciadas como fue descripto
anteriormente (secciones 4 y 10) con la unica diferencia de que en
las reacciones de pegado al DNA se utilizaron 100 ng de poli-dIdC

en lugar de 1 pg por ensayo.
12. Inmunoprecipitaciones

Se incubaron extractos nucleares de células 3T6 a 4°C toda 1la
noche con anticuerpos anti c¢c-Jun (aa 80-334) o anti c-Fos (aa 134-
163), seguido por una incubacién con Proteina A-agarosa por 1 h a
temperatura ambiente. Los complejos inmunes fueron precipitados, vy

los sobrenadantes se ensayaron en reacciones de "binding" y de

trans—-activacidn.
13. Analisis de proteinas por el método de “Western blot”

Se separaron proteinas nucleares en geles de acrilamida 8 %
con SDS (con un gel concentrador o "stacker” 4 %) (222) y tras la
corrida se transfirieron a membranas de nylon (Immobilon PVDF mem-
branes/ Millipore, Bedford, MA).

Se blogquearon las membranas con un buffer fosfato salino (PBS)
con leche al S % por 1 h a 37°C. Tras la incubacidn con el anti-
cuerpo primarioc (Jun o Fos) toda la noche a 4°C se lavaron las mem-
branas 3 veces en PBS con Tween.20 al 0,1 %. Se agregd un segundo
anticuerpo conjugado con fosfatasa alcalina (1gG de cabra antico-
nejo/"purified Goat anti-Rabbit IgG (H+L) alkaline phosphatase con-
jugate”/Bio Rad, Richmond, CA), y tras una incubacion de 1 h a tem-
peratura ambiente, se lavaron nuevamente las membranas y se incuba-
ron con los reactivos de revelado de color especificos para la fos-
fatasa alcalina: BCIP (5-bromo 4-chloro 3-indolyl phosphate ptolui-
dine salt) y NBT (p-nitro blue tetrazolium chloride/ Bioc Rad).

Los anticuerpos utilizados en este ensayo fueron anticuerpos
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de conejo anti c-Fos dirigidos a los aminoacidos 244-259, o a los
aminoacidos 134-163; y anticuerpos de conejo anti c-Jun dirigidos a
los aminoacidos B0-334. Estos anticuerpos se generaron a partir de
proteinas de fusidn bacteriana, y se purificaron por afinidad como
se describe en Bravo y col. (manuscrito en preparacién). Estos
anticuerpos fueron ensayados para especificidad por inmunofluores-
cencia y por inmunoprecipitacién de extractos marcados radicactiva-

mente, asi como también por la técnica de "Western blot”.
14. Traducciéon in vitro de las proteinas Fos y Jun

El pldsmido conteniendo el c-DNA de c-fos fue gentilmente ce-—
dido por T. Kouzarides, y el que contiene el c-DNA de c-Jjun se ob-
tuvo clonando el fragmentoc EcoRI-Fspl del clon de c-jun AH-119 en
el vector Blue Script en los sitios EcoRI-Sma. Los correspondientes
RNAs se obtuvieron por transcripcidn in vitro con la RNA polimerasa
T7 (Promega Biotech, Madison, WI).

Los RNAs mensajeros de c-fos y de c-jun se tradujeron in vitro
utilizando un sistema de reticulocitos de conejo ﬁretratados con
riucleasa (Promega). Reacciones estdndar contenian 56 pl del lisado,
1 mM de la mezcla de aminodcidos menos metionina, 350 ng (c-fos) o
175 ng (c—-sun) de mRNA y metionina, ya sea 1 mM de este aminoacido
frio (no marcado radioactivamente), o metionina marcada radiocacti-
vamente con “®S (actividad especifica 300 pci/mmol/Amersham) y 80
unpidades de un inhibidor de RNasas (RNasin) en un volumen final de
80 pl.

Las reacciones se llevaron a cabo por 1 h a 30°C. Los produc-
tos proteicos fueron analizados en geles de poliacrilamida con SDS
{en el caso de proteinas marcadas). Para los ensayos de "binding"” vy

de trans—-activacion se utilizaron proteinas no marcadas.
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PARTE I

Numerosos sistemas de montaje de cromatina han sido descriptos
previamente (Introduccidn: 3.1 y 3.2), siendo los mejor caracteri-
zados los extractos de ovocitos de Xenopus (126,134,135). Estos
sistemas permitieron postular un papel especifico para ambas DNA
topoisomerasas I y II en el proceso de montaje de cromatina (135,
223).

Si bien se obtuvo un gran éxito en el desarrollo de extractos
celulares que realizan la transcripcidn iIn vitro de genes especi-
ficos (144,145), estos sistemas experimentales han utilizado gene-
ralmente moldes no fisioclégicos que carecen de nucleosomas. Se co-
noce muy poco acerca de la capacidad de estos sistemas de trans-
Cripcidn i1n vitro para realizar el montaje de la cromatina; con la
resultante falta de informacidn acerca de las interacciones DNA-

histonas y de la topologia del DNA,

Hemos desarrollado un sistema in vitro para analizar el papel
de las DNA topoisomerasas en el proceso de montaje de la cromatina
(224). Este sistema se obtuvo a partir de extractos celulares de
fibroblastos de ratén en cultivo, la linea éelular NIH 376,

Estos extractos celulares provocaron el superenrollamiento ne-
gativo de DNA circular cerrado, y este superenrollamiento se co-
rrelacion®d con el ensamblado de minicromosomas, como se demostrd
por digestidn con nucleasa micrococal. Nuestros extractos celulares
preparados por una modificacidén del método de Dignam y col. (1435),
fueron fraccionados obteniéndose una fraccidn citosdlica: S100, una
fracciodn nuclear extraida con baja fuerza i1idnica: N1 y una fraccion

nuclear extraida con alta fuerza i1idnica: N2.
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1. Distribucién de las actividades de superenrollamiento,

relajacién y decatenacién

Con el fin de localizar las actividades DNA topoisomerasas en-
tre las fracciones subcelulares (5100, N1 y N2), determinamos el
ciclo de relajacidn y de superenrollamiento en un DNA circular, el
plasmido pUC12, y las actividades de decatenacidn sobre DNA kineto-

plastico de Trypanosoma cruzi.

Se utilizd como sustrato un DNA superenrollado negativamente,
y al igual que en sistemas anteriormente descriptos (134,135,142),
la incubacidn con estos extractos celulares provocd un cambio topo-
l6gico en este DNA en una reaccidn bifasica que comprendid primero,
una fase de relajacidn de pocos minutos, y un posterior superenro-
l1lamiento que demandd de 2 a 4 h para ser completado. Como fue de-
tallado previamente (Introduccidn: 3.1) el grado de asociacitén his-
tonas-DNA es medido por el numero de vueltas de superenrollamiento
introducidas en una molécula de DNA circular y cerrada inicialmente
relajada; correspondiendo este numero de superenrollamientos por
molécula de DNA, al numero de nucleosomas por complejo.

La Figura S5 muestra esta reaccidn en presencia de las distin-
tas fracciones subcelulares por separado, o-distintas combinaciones
de ellas en presencia de ATP 3 mM vy MgCl: 6 mM. Las fracciones
S100, N1l y la mezcla de ambas produjeron la relajacidn del DNA su-
perenrollado (calle 1) que se completd con 9 min de incubacidn (ca-
lles 2, 4 y 8). Mientras que la fraccidn citosdlica S100 no fue
capaz de producir el superenrollamiento (calle 3), las fracciones
N1, o S100 + N1 superenrollaron el DNA relajado (calles S y 9) sélo
parcialmente tras 4 h de incubacidn. La fraccidn N2 no produjo nin-
gun cambio en la topologia de este DNA, ni con sustrato superenro-
llado (calles 12-14) ni con sustrato relajado (calles 19-21).
Cantidades crecientes de la fraccion N2, hasta 10 pl, se compor-
taron del mismo modo (dato no mostrado).

Cuando la fraccién N2 se agregd a la fraccién S100 (calles 6 y
7) o a la fraccidn N1 (calles 10 y 11) se observd relajacidn y pos-
terior superenrollamiento, indicando la ausencia de inhibidores de
DNA topoisomerasas en la fraccién N2. Por otra parte el agregado de

DNA topoisomerasa I de timo de ternera a8 la fraccidn N2, simuld el
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Fig 5. Localizacidn de actividades de superenrollamiento y de relaja-
cién. (A y B). Se incubaron 10 ng del plasmido pUC superenrolladoc marcado
radiocactivamente con *=P (calles 1 y 12) con las fracciones subcelulares
como fue descripto en materiales y métodos, en presencia de MgClz 6 oM y
ATP 3 mM por los tiempos indicados. Calles 2 y 3, 4 pl S100; 4 yv 5, 4 pl
S100 + 4 pyl N1; 6y 7, 4 pl S100 + 4 pl N2; By 2, 4 pl Ni; 10 y 11, 4 pl
N1 + 4 pl N2; 13 v 14, 4 1l N2; 15 y 16, 4 pl N2 + 2 pl DNA topoisomerasa
I (de timoc de ternera, 1 U/pl); 17 y 18, 4 pl NZ + 2 pl DNA topoisomerasa
I + 2 pl antisuero Scl-70 (dilucidn 1:100). (C). Se incubaron 10 ng del
pladsmido pUC relajado y marcado radicactivamente con =P con 4 pl de N2
por los tiempos indicados en presencia de MgClz 6 mM y ATP 3 mM (calles
20 y 21). Las concentraciones de proteinas de los extractos fueron 8.9
mg/ml; 6.3 mg/ml; v 7.0 mg/ml para S100, Nl y N2 respectivamente. Luego
de la incubacidén el DNA desproteinizado fue sometido a electroforesis en
geles de agarosa al 1 %Z. (I) DNA superenrollado. (II) DNA circular mel-
lado ("nicked") y DNA relajado circular cerrado. (III) DNA lineal. TpI,
DNA topoisomerasa I; Scl-70, antisuero Scl-70.
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efecto de S100 (calles 15 y 16), sugiriendo que los cambios topolé-
gicos observados podian ser llevados a cabo por la DNA topoisome-
rasa I por si sola. Este efecto se elimind por un antisueroc enri-
quecido en anticuerpos anti-DNA topoisomerasa [ (calles 17 y 18).

Estos resultados indicaron que N2 contendria algunos componen-
tes celulares requeridos para el superenrollamiento de este DNA que
estan ausentes de S100, y disminuidos en N1l. Si tomamos en cuenta
la extraccidn secuencial de histonas de la cromatina por el efecto
de sales (225), y los cambios topolégicos asociados con el montaje
de nucleosomas, es posible pensar que N2 contiene histonas nucleo-
somales disociadas de la cromatina, mientras que N1 podria contener
histonas nucleares libres.

Todos los cambios topoldégicos tuvieron lugar aun en ausencia
de Mg=* y de ATP, o en presencia de EDTA 1-5 mM (ver Fig B). En ex-
perimentos adicionales estandarizamos nuestros ensayos utilizando
una combinacidn de las fracciocnes Nl + N2, pues en la mayoria de
las preparaciones al agregarse a N1, N2 aumentaba la eficiencia de

la reaccidon de superenrollamiento (comparar calles 9 y 11).

La Figura 6 muestra la localizacidén de actividades decatenan-
tes. Utilizamos este ensayo para estudiar la presencia en nuestras
fracciones subcelulares de actividades de DNA topoisomerasa de tipo
11. Esta enzima provoca una ruptura en las 2 hebras del DNA, alte-
rando el indice de enlace por un factor de 2. Por lo tanto si nues-
tras fracciones subcelulares contenian dicha actividad, al incubar-
se con minicirculos catenados presentes en el DNA kinetoplastico de

JTripanosoma cruzi la accidon de una DNA topoisomerasa de tipo 1l

cortaria DNA de hebra doble, liberando minicirculos que serian de-
tectados por su migracidn diferencial en geles de agarosa.

Se detectd una actividad decatenante dependiente de MgCl:
principalmente en la fraccidn S100, perc también en la combinacidn
N1 + N2 (calles 2,3,5 y 6). Cudndo las fracciones N1 y N2 fueron
ensayadas por separado, esta actividad decatenante fue encontrada

en ambas fracciones (dato no mostrado).
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Fig &. Localizacidn de actividades decatenantes. Se incubd 1 pg de DNA
kinetoplastico de Trypancsoma cruzi (calle 9) con las fracciones sub-
celulares como fue descripto en materiales y metodos, en ausencia (calles
1 vy 4) o en presencia de MgClz 6 mM (calles 2,3 y 5-8) con ATP 3 mM
{calles 3 y 6-8) y 250 o 500 pg/ml de novobiocina {(calles 7 y 8).

Calles 1-3: 2.5 pl S100; 4-8: 2 pl N1 + 0.5 pl N2. Luego de una in-
cubacidén por 30 min a 37°C, se sometieron las muestras a electroforesis
en geles de agarosa al 1 %, seguida por tincidn con bromuro de etidio y
fotografiado bajo luz UV. kDNA: DNA kinetoplastico catenado; mc: mini-
circulos decatenados.
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Esta actividad tipo DNA topoisomerasa II (87) no requirid del
agregado de ATP (calles 2 y 3) aunque la actividad nuclear aumentd
levemente con su agregado (comparar calles S y 6). Este aumento de
actividad debido al ATP fue completamente eliminado por la novobio-
cina, un iInhibidor de la DNA topoisomerasa II (calles 7 y 8). Se
describid una actividad decaternante independiente del agregado de

ATP en Trypanosoma (226). El aumento de actividad por el ATP, su-

giere o bien la presencia de dos actividades decatenantes diferen-
tes en los extractos nucleares, o la existencia de un mecanismo de

fosforilacidn mediado por quinasas de proteinas (226,227).

La Figura 7 muestra que la actividad de superenrollamiento,
pero no la de relajaciodn fue inhibida por cantidades crecientes de
plasmido pUC "frio"” (no marcado radicactivamente) (calles 4-19).
Este superenrcllamiento fue titulado por el agregadoc de al menos 90
ng de DNA competidor frio {(calle 13). Por otra parte cuadndo una
cantidad relativamente alta de pUC DNA no marcado radioactivamente
fue incubado en presencia de la fraccion Ni, el agregado de histo-
nas de timo de ternera aumentd considerablemente este superenrolla-
miento (calles 22, 25 y 28).

Estos resultados fortalecen la presuncién de la existencia de
histonas en la fraccidn N2, y de la correlacidn entre el superenro-
llamiento y el ensamblado de nucleosomas.

Se encontraron por lo menos dos actividades de DNA topoisome-
rasas diferentes en estos extractos de células 3T6. La actividad de
DNA topoisomerasa 1 se evidencid por la relajacion de un DNA super-
enrollado, mientras que la actividad de DNA topoisomerasa 11 se en-
sayd por la decatenacidn de DNA kinetopldstico. Ambas actividades
estarian presentes en las fracciones S100 y N1, mientras que N2
solamente contendria una actividad decatenante tipo DNA topoisome-
rasa 11. La actividad relajante tipo DNA topoisomerasa 1 estaria
mas deébilmente unida a la cromatina celular, dado que fue solubili-
zada durante la preparacién de las fracciones S100 y N1, La Tabla 2

resume estas conclusiones.
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Fig 7. Efecto de la concentracidn del DNA o de las histonas en 1a rela-
jacion y en el superenrcllamiento del DNA sustrato. Se mezcld DNA plasmi-
dico pUC no marcado radiocactivamente con 10 ng del mismo DNA marcado
radicactivamente con =P (calle 10) hasta las concentraciones indicadas
(calles 1-19) o hasta 100 ng (calles 20-28) y se incubaron con 4 pl N1 +
2 pl N2 (calles 1-19) o con 4 pl N1 mds las cantidades de histonas in-
dicadas en presencia de MgClz 6 mM y ATP 3 mM por los tiempos indicados
(calles 20-28). Tras la incubacidén el DNA desproteinizado se sometid a
electroforesis en geles de agarosa al 1 % (I) DNA superenrollado. (II)
DNA circular mellado y DNA relajado circular cerrado. (II1) DNA lineal.
His, Histonas.
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TABLA 2. Distribucion subcelular de las actividades DNA

topoisomerasas
"""""""""""""""" S0 N N N2
ferasecion AV o
Superenrol lamiento ++ +4+++
Decatenacidn +4++ ++ ++ ++

S100: DNA topoisomerasas I y 11, sin histonas
Ni: DNA topoisomerasas I y 11, con histonas

N2: DNA topoisomerasa 11, con histonas.

2. Los procesos de relajacién y superenrollamiento son llevados a

cabo por una DNA topoisomerasa 1

La Figura 8 muestra la cinética de relajacidn y superenrolla-
miento a partir de las fracciones subcelulares N1 + N2 en ausencia
o en presencia de MgClz y/c ATP, o EDTA.

La relajacitn se completd en menos de 6 min, y un subsiguiente
superenrollamiento demandd entre 2 y 4 horas. No se observaron di-
ferencias significativas ya fuera en presencia de Mg=<~, ATP, o am-
bos, peroc el EDTA tuvo un efecto inhibitorio en la cinética del su-
perenrollamiento (calles 4,8,12,16 y 20). Sin embargo, el superen-
rollamiento de los productos finales, esto es a las 4 h de incuba-
cion (calles 5,9,13,17 y 21) fue similar cudndo las reacciones se
llevaron a cabo en presencia de EDTA o de Mg=®* (con o sin ATP), co-
mo fue puesto en evidencia por electroforesis en geles de agarosa
en p?esencia de cloroquiﬁa (ver Fig 9).

Glikin y col. (135) postularon que en el extracto de ovocitos
de Xenopus la relajacidn era llevada a cabo por una DNA topoisome-
rasa 1, pero que el posterior superenrocllamiento era catalizado por
una DNA topoisomerasa 11 (esta reaccidn requeria de la presencia de

ATP y Mg2+ y era inhibida por la novobiocina).
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Fig 8. La relajacidn y el superenrollamiento del DNA no dependen de la
presencia de Mg=* y ATP. Se incubaron 10 ng de DNA plasmidico pUC super-
enrcllado y marcado radiocactivamente con =P (calle 1) con 4 pl N1 + 3 pl
N2 en ausencia {calles 2-5) o en presencia de EDTA 5 mM (calles 6-9), con
MgClz 10 mM (calles 14-17), con ATP 1 mM (calles 18-21)}), o con MgClz 10
mM y ATP 1 mM (calles 10-13) por los tiempos indicados. Tras la incuba-
cidén, el DNA desproteinizado fue sometido a electroforesis en geles de
agarocsa al 1 %Z. (I) DNA superenrocllado. (II) DNA circular melladoc y DNA
relajado circular cerrado. (III) DNA lineal.
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Teniendo en cuenta el requerimiento de cofactores de alta
energia de la DNA topoisomerasa II, y el hecho de que stlo la DNA
topoisomerasa I es activa en presencia de EDTA (88,89), nuestros
resul tados sugieren que una actividad de DNA topoisomerasa I esta-

ria principalmente involucrada en este proceso.

La cloroquina, al igual que el bromuro de etidio se intercala
entre pares de bases del DNA desenrollando la doble hélice y crean-
do superenrollamientos de signo positivo en una molécula circular
de DNA cerrado. El agregado de superenrollamientos positivos cambia
la movilidad electroforética del DNA y permite la resolucion de los
diferentes topoisdédmeros del DNA (220).

La Figura 9 A muestra una cinética de relajacidn y superenro-
llamiento en presencia de EDTA (calles 1-3), MgClx (calles 4-6) ©
MgCl=> y ATP (calles 7-9) similar a las efectuadas anteriormente. El
panel B de esta misma figqura muestra la misma reaccidn con la ex-
cepcidn de que los DNA desproteinizados fueron sometidos a electro-
foresis en geles de agarosa al 1 % en presencia de cloroquina. Como
fue comentado previamente la cloroquina introduce.superenrolla—
mientos positivos, por lo tanto si hubiera diferencias en el numero
de superenrollamientos negativos de los distintos productos finales
vya sea en presencia de EDTA, Mg=* o Mg=* y ATP (calles 13, 16 y 19
respectivamente); ésta se haria evidente en estas condiciones de
electroforesis. No observamos diferencias en la densidad de super-—
enrollamientos negativos en estas condiciones, ni tampoco en geles
bidimensionales en presencia de cloroquina (dato no mostrado), por
lo que asumimos que el nuimero de nucleosomas depositados sobre el
DNA (que se corresponde con el numerc de superenrollamientos nega-

tivos) en las diferentes condiciones es el mismo.

Pacientes con una enfermedad autoinmune, escleroderma, tienen
sueros con un alto titulo de anticuerpos que reconocen a Scl-70, un
autoantigeno nuclear con un peso molecular de 70 000. Se ha demos-
trado que Scl-70 es la enzima DNA topoisomerasa I (229,230).

Con el fin de determinar el papel de una actividad de DNA
topoisomerasa I en la reaccidn de superenrollamiento del DNA, pre-

incubamos los extractos nucleares con este antisuero.
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Fig 9. El grado de superenrollamiento no depende de la presencia de Mg="
y ATP. Se incubaron 10 ng del plédsmido pUC marcado radiocactivamente con
TZ-P en presencia de EDTA 5 mM (calles 1-3 y 11-13), de MgClz: &6 mM {(ca-
lles 4-6 y 14-16), o de MgClz 6 mM y ATP 3 mM (calles 7-9 y 17-19) por 5
min (calles 1,4,7,11,14 y 17), por 30 min (calles 2,5,8,12,15 y 18) o por
4 horas (calles 3,6,9,13,16 y 19). Tras la incubacidon, el DNA desprotei-
nizado fue sometido a electroforesis en geles de agarosa al 1 %, en pre-
sencia de cloroguina 7,5 pg/ml {(panel B), o en su ausencia {(panel A).
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Como puede verse en la Figura 10 (calles 6-9) una dilucidn
1:200 del antisuero Scl-70 inhibié el superenrollamiento del DNA
relajado usado como sustrato, mientras que el antisuero control Q
(de pacientes con la enfermedad autoinmune Myastenia gravis) no
presentéd ningun efecto (calles 10-13/Fig 10 A).

Cudndo se utilizé como sustrato un pUC superenrollado negati-
vamente, el antisuero Scl-70 inhibid la reaccidn de relajacion (ca-
lles 17,18) mientras que el antisuero control no didé ningun efecto
(calles 19,20/ Fig 10 B). En ambos casos el agregado de Mg=* y de
ATP no revirtid ni la inhibicidn de la relajaciédon ni la del super-
enrollamiento por el antisuero Scl-70 (dato no mostrado). Ademas la
inhibicién de cambios topoldgicos por el agregado de este antisuero
(comparar calles 22-24 y 25-27) se revirtid por el agregado de DNA
topoisomerasa I de timo de ternera (calles 28-30/Fig 10 B).

La Figura 11 (paneles A y B) muestra el efecto de la campto-
thecina, un inhibidor de la DNA topoisomerasa 1 (231) bajo condi-
ciones en las que no se inhibe a la DNA topoisomerasa II, eésto es
en presencia de ATP y Mg=*. Dado que la relajacidn era muy réapida
para el estudio cinético con un extracto no dilui&o, decidimos
utilizar una dilucidn 1:3 de este extracto de manera de hacer mas
lento este proceso de relajaciéon, pero sin afectar el superenrolla-
miento. A una concentracion de 200 pM, esta droga redujo la veloci-
dad de la reaccidon de relajacidon (comparar calles 12-13 con 15-16/
Fig 11 B). Ademas la camptothecina disminuyt¢ la reaccit6n de super-
enrollamiento al utilizar como sustrato un pUC relajado (calles 3-
4, 6-7 y 9-10/Fig 11 A). Mientras esta droga, en una concentracioén
100 pM, no modificd el grado de superenrocllamiento obtenido tras 4
h de incubacion del DNA (calles 4 y 7), una concentracitdn de 200 pM
bloqueo parcialmente esta reaccién (calle 10) produciendo un DNA
con menor grado de superenrollamiento.

La Figura 11 C muestra que en presencia de EDTA 5 mM, una con-
centracion de 250 pg/ml de novobiocina no afectd ni la relajacion

ni el superenrollamiento de este DNA (calles 18-19 y 20-21).
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Fig 10. Anticuerpos contra la DNA topoisomerasa 1 inhiben tanto la rela-
jacidn como el superenrcllamiento del DNA sustrato. Se preincubaron 4 pl
Nl + 1 pl N2 por 2 horas sin (calles 2-5) o con 2 pl de antisuero Scl-70
{scleroderma, dilucidn 1/200; calles 6-9 y 17,18) o con 2 pl de antisuero
control @ (Myastenia gravis, dilucidn 1/200; calles 10-13 y 19,20). (A)
Se incubaron 10 ng del plésmido pUC relajado circular cerrado marcado ra-
dicactivamente con ®=P con extractos nucleares no tratados (calles 2-5) o
tratados (calles 6-13) con anticuerpos en presencia de EDTA 1 mM por los
tiempos indicados. (B) Se incubaron 10 ng del plasmido pUC superenrollado
marcado radicactivamente con =P con extractos nucleares no tratados
{calles 15 y 146) o tratados (calles 17 y 20) con anticuerpos en presencia
de EDTA 1 mM por los tiempos indicados. (L) Se preincubd una mezcla de 4
pl NI + 1 pl N2 por 2 horas con 2 pl de antisuero Scl-70 (dilucién 1/200;
calles 25-30). Se incubaron 10 ng del mismo plasmidoc marcado superenrc-—
llado {calle 21) con extractos nucleares no tratados (calles 22-24) o
tratados (calles 25-30) en presencia de EDTA 1 mM, ya sea en ausencia
{(calles 22-27) o en presencia (calles 28-30) de 2 unidades de DNA topo-
isgmerasa I de timo de ternera por los tiempos indicados. Tras la incuba-
cidn el DNA desproteinizado fue sometido a electroforesis en geles de
agarosa al 1 %Z. Scl-70, antisuerc Scl-70; @, antisueroc Q.
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Fig 11. Efecto de la camptothecina y de la novobiocina en la reaccién de
relajacion y de superenrollamiento. (A) Se incubaron 100 ng del pléasmido
pUC relajado circular cerrado marcado radicactivamente con 2P (calle 1)
con 4 pl de una dilucidn 1/3 de N1l + 4 pul de una dilucién 1/3 de N2 en
presencia de MgClz 6 mM y ATP 3mM sin (calles 2-4), con 100 pM (calles 5-
7) o 200 pM (calles 8-10) de camptothecina por los tiempos indicados.

(B) Se incubaron 10 ng del plésmido pUC superenrollado marcado radiocac-
tivamente con =P (calle 11) con 4 pl de una dilucidn 1/3 de N1 + 4 pl de
una dilucidn 1/3 de N2 en presencia de MgCl: 6 mM y ATP 3 mM, sin (calles
12-14) o con camptothecina 200 pM (calles 15-17) por los tiempos indica-
dos. (C) Se incubaron 10 ng del plasmido pUC superenrollado marcado ra-
dioactivamente con =P (calle 22) con 4 pl de N1 + 4 pl de N2 en presen-
cia de EDTA S mM sin (calles 18,19) o con novobiocina 250 pg/ml (calles
20,21) por los tiempos indicados. Tras la incubacidn el DNA desproteini-
zado fue sometido a electroforesis en geles de agarosa al 1 %Z. (I) DNA
superenrollado. (I1) DNA circular mellado y DNA relajado circular cer-
rado. (I111) DNA lineal. Campto (1), camptothecina 100 pM; campto (2),
camptothecina 200 pM; novo, novobiocina.
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Inhibidores de la DNA topoisomerasa IlI, como el teniposide
(VM26, 200 pM) y el etoposide (VP1i6, 200 uM) no inhibieron ni la
relajacién ni el superenrollamiento en ausencia o presencia de Mg=*
y ATP (dato no mostrado). En presencia de Mg=* 6 mM y ATP 3 mM es-
tos inhibidores produjeron una cantidad significativa de DNA 1li-
neal, sugiriendo que al menos algunas moléculas de la enzima DNA
topoisomerasa II eran capaces de interactuar con los DNA sustratos
(dato no mostrado).

Estos resultados refuerzan la idea de que principalmente una
actividad de DNA topoisomerasa I estd involucrada en este proceso

de montaje.

3. La cromatina montada presenta una periodicidad de 150 pares de

bases

La digestidon con nucleasa micrococal reveld que al incubar DNA
superenrollado con extractos nucleares de células 3Té6 se unieron
nuc leosomas (Fig 12), correlacionando de esta manera los cambios
topoldgicos introducidos en el DNA con el montaje-de la cromatina.

Debido a que no existian diferencias entre el superenrolla-
miento obtenido en presencia de EDTA 1 mM o 5 mM (dato no mostra-
do), realizamos el siguiente experimento en presencia de una con-
centracidon de EDTA de 1 mM para asequrar los niveles de Ca=*" reque-
ridos para la accién de la nucleasa micrococal.

Ni el DNA plasmidico libre, ni el DNA digerido con nucleasa
micrococaf inmediatemente después del agregado de los extractos
nucleares presentaron ningun tipo de espaciamiento regular de nu-
cleosomas (calles 25-28 y 29-31 respectivamente/Fig 12 B).

Tras una incubacidn de 4 h, la digestidn con nucleasa microco-
cal de la cromatina produjo la tipica escalera nucleosomal, pudién-
dose observar mono, di, tri y tetranucleosomas. Cudndo la reaccién
de montaje se realizd en presencia de EDTA se obtuvo una escalera
con nucleosomas no tan correctamente espaciados, como aquéllos for-
mados en presencia de Mg®*, con o sin ATP (calles 2-7, 8-12 y 13-17

respectivamente/ Fig 12).
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Fig 12. Digestitn con nucleasa micrococal de la cromatina montada.(A y B:
calles 1-24). Se incubaron 30 ng del plésmido pUC superenrollado marcado
radicactivamente con 2P con 24 pl N1 + 24 pl N2 por 4 horas en presencia
de EDTA 1 mM (calles 1-6 y 19-24), MgCl= &6 mM (calles 7-12), o MgClz & mM
vy ATP 3 mM{calles 13-18). Tras esta incubacidn se agregaron CalCl= (3 mM
final) y nucleasa micrococal (calles 5,6, 11-14, 19 y 20, 5 U; calles 3,
4,10,15,16,21 y 22, 1 U; calles 2,8,17 y 23, 0,2 U) y se tomaron muestras
a tiempo cero (calles 1,7,18 yv 24), 4 min {(calles 3,5,9,11,14,16,20 vy
22), 10 min (calles 2,8,17 y 23) y 20 min (calles 4,6,10,12,13,15,19 vy
21)., Previamente a la incubacidén con el sustrato se preincubaron 24 pl N1
+ 24 pl N2 por 1 hora con 1,2 pl de antisueroc 5cl-70 (dilucion 1/20,
calles 19-24). (B; calles 25-31). Se incubaron 20 ng del plasmido pUC su-
perenrcollado marcado radicactivamente con =P (calle 28) ya sea con buff-
er D (ver mat. y mét.; calles 25-27) o con 12 pl Nl + 12 pl N2 (calles
29-31) en presencia de MgCls 6 mM, CaClz 3 mM, ATP 3 mM, y nucleasa mi-
crococal (calles 25, 0,3 U; 26, 0,1 U; 27, 0,03 U; 29, 5 U; 30, 1 U; 31,
0,2 U) por 20 min. Las muestras de DNA desproteinizado fueron sometidas a
electroforesis en geles de agarosa al 2 %Z. Los marcadores de pesc molecu-
lar (calle M) fueron fragmentos de restriccidn Hinf I del pladsmido pAT1S3
marcado radicactivamente: 1296 bp; 517 bp; 396 bp; 298 bp; 220 bp; 150/
145 bp; 7S bp. (I) DNA superenrocllado. (II) DNA circular melladoc y DNA
relajado circular cerrado. (III) DNA lineal. Scl-70, antisueroc Scl-70.
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Este resultado sugiere que la cromatina montada en presencia
de Mg=* seria mas resistente a la digestidn con nucleasa micrococal
que la cromatina montada en su ausencia.

La preincubacidn de estos extractos nucleares con antisuero
Scl-70 elimind la escalera nucleosomal tipica sin afectar el limite
de la digestidn (calles 19-23). Esta falta de un espaciamiento re-
gular de nucleosomas podria deberse a la inhibicidn de la DNA topo-
isomerasa I. De este modo esta enzima resultaria esencial para el
ensamblado secuencial de nucleosomas en el DNA con restriccidn to-
poldgica, aunque esta actividad enzimadtica no seria necesaria para
la formacidn de mononucleosomas aislados.

El espaciamiento de nucleosomas en nuestro sistema de montaje
in vitro de la cromatina resultd mds bajo que el obtenido por di-
gestion con nucleasa micrococal de cromatina nativa aislada de nu-
cleos de ceélulas 3Té6 (dato no mostrado). Esto podria deberse a la
pérdida de algunos factores involucrados en el proceso de montaje
de la cromatina durante la preparacién de los extractos, o al hecho
de que este ensamblado fue realizado en un DNA que no se estd re-
plicando. Stillman (142) informd un espaciamiento de 200 pares de
bases en minicromosomas montados durante la replicacidon de DNA de

SV40 en extractos de células 293.

CONCLUSIDNES 1

Dos conclusiones principales surgen de este trabajo:

1- Los extractos nucleares de células de ratéon 3Té6, serian ca-
paces de efectuar el montaje de minicromosomas en un DNA circular
cerrado con un espaciamiento regular de nucleosomas.

2- Este montaje de la cromatina requeriria una actividad de

DNA topoisomerasa 1.
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No encontramos ningun papel para la DNA topoisomerasa II en el
montaje de cromatina en nuestras condiciones de ensayo 1in vitro,
pero no podemos excluir la posibilidad de que esta enzima esté in-
volucrada en el ensamblado de cromatina activa e inactiva como fue
sugerido previamente (57,232).

Nuestros resul tados apoyan la nocidn de que la DNA topoisome-
rasa 1 es la principal actividad de DNA topoisomerasa involucrada
en el montaje de cromatina. Hemos utilizado un DNA procaridtico co-
mo sustrato, por lo que podemos presumir que la falta de secuencias
regulatorias eucaridticas podria llevar a un ensamblado de cromati-
na inactiva. Por su parte Gilmour y Elgin (57) encontraron eviden-
cias segun las cudles la DNA topoisomerasa 1 estaria preferencial-

mente asociada con cromatina activa in vivo.
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PARTE 11

4. Células de carcinoma embrionario contienen bajo nivel de ac-

tividad AP-1

Con el objeto de estudiar los niveles de actividad de AP-1 du-
rante el curso de la diferenciacidon celular realizamos ensayos de
retardo en geles utilizando extractos nucleares de células de car-
cinoma embrionario como F9? o PCC4 (indiferenciadas) o de células
diferenciadas 3Té o PYS-2, y un oligonucledtido de doble hebra que
incluye un sito de reconocimiento para el factor AP-1. Hemos ele-
gido el sitio AP-1 presente en el promotor temprano 3 de la trans-
cripcidn del Adenovirus de tipo 2, ubicado entre los nucledtidos
-85 a -105 con respecto al sitio de iniciacidn de la transcripcién.
Este sitio AP-1 es idéntico al sitio AP-1 presente en el enhancer
del virus polioma, pero las secuencias flangueantes son diferentes.

Esta técnica de retardo en geles (101,102) permite estudiar
interacciones DNA-proteina. Al incubar extractos nucleares con una
sonda de DNA (marcada radioactivamente) que incluya al sitio de in-
terés, se forman complejos DNA-proteina que retardan su migracién
en un gel de acrilamida respecto de la migracion del DNA libre. La
especificidad de estos complejos se determina por experimentos de
competencia con DNA no marcado especifico (sitio homdlogo) y con

DNA no marcado inespecifico (sitio heterdélogo).

De acuerdo con publicaciones previas (172,175), las células
PCC4 y F9 mostraron niveles muy bajos de actividad de unidon a un
sitio AP-1 en el DNA (paneles A y C/ Fig 13). Por el contrario se
encontraron niveles muy altos de esta actividad en las 2 lineas
celulares diferenciadas estudiadas, 376 y PYS-2 (paneles B y D/ Fig
13). Teniendo en cuenta que la linea celular PYS-2 se derivd a par-
tir de celulas de teratocarcinoma por diferenciacion espontanea
(233), parecia razonable suponer que la aparicion de la actividad

AP-1 pudiera correlacionarse con la diferenciacion.
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Fig 13. Deteccién de la actividad de unidn AP-1 por ensayo de retardo en
geles en lineas celulares indiferenciadas y diferenciadas. Se incubaron
extractos nucleares de células F9 (panel A), PYS-2 (panel B), PCC4 (panel
€C), o 3Té6 (panel D) con 0,2 ng del ocligonucledtido marcado radicactiva-
mente con T®P gue contiene un sitio AP-1. Las reacciones en las calles
2,4,5,6,8 y 9 de los paneles A-B y las calles 2,3,4,5,7 y 8 de los pane-
les €C-D contenian 7,5 pg de proteinas nucleares; mientras que las calles
3 y 7 de los paneles A-B y la calle 6 del panel D contenia 15 pg de pro-
teinas nucleares. Se incubaron las reacciones en las calles 5 y 9 de los
paneles A-B y las calles 4 y 8 de los paneles C-D en presencia de un ex-—
cesoc de 20 veces de competidor inespecifico no marcado radiocactivamente
{MLP). Todas las reacciones fueron llevadas a cabo en presencia de 1 ug
de poli-dIdC como fue indicado en materiales y métodos. C, complejoc DNA-
proteinas. FP, sonda de DNA libre ("free probe").
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Para analizar con mds detalle si la induccién de la diferen-
ciacion se correlacionaba con la aparicién de la actividad AP-1,
indujimos la diferenciacidén de células F? con el agregado de 4&cido
retinoico y dibutiril cAMP (1460) por los tiempos indicados, y pre-—
paramos extractos nucleares que representaban los diferentes esta-
dios de diferenciacidn. La diferenciacién de estas células se de-
tectd por la desaparicion del antigeno embrionario SSEA1, medido
por un ensayo de FACS (separador de células activado por fluores-
cencia) (163).

Como puede verse en la Fig 14 A, la disminucidn del porcentaje
de ceélulas positivas para el antigeno SSEAl se correlaciond adecua-
damente con un aumento en la actividad de AP-1 (Fig 14 B), obser-
vandose la presencia de complejos especificos a partir de células
que estuvieron un dia en presencia del agente inductor. Dos prepa-
raciones de ceélulas F9 gque presentaron niveles intermedios del an-
tigeno SSEAl como consecuencia de una diferenciacidon espontanea,
contenian niveles mds altos de actividad AP-1 (dato no mostrado).

De acuerdo a estos resultados y a informes previos (172,1735)
podemos correlacionar la aparicidn de la actividad AP-1 con la di-

ferenciacion celular.
S. Andlisis de las proteinas c-Fos y c—-Jun

La actividad AP-1 que se une al DNA estd compuesta ya sea de
la proteina Jun (194,202,203) o de heterodimeros formados In vivo
entre las proteinas c~Jun y c-Fos que forman un complejo proteico
en el nucleo (204,205), siendo este complejo estabilizado por la
formacién de una confiquracidn "leucine zipper”.

Teniendo en cuenta los resultados anteriores que mostraron muy
bajos niveles de actividad de AP-1 en células de carcinoma embrio-
nario y que esta actividad se incremento drasticamente durante la
diferenciacidn de células F9, o en lineas celulares diferenciadas
decidimos estudiar la presencia de las proteinas Jun y Fos en ambos
estadios celulares (diferenciados e indiferenciados) por un anali-

sis de estas proteinas con la técnica de "Western blot".
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Detection of SSEA1 by FACS Upon
Retinoic Acid Induced Differentiation
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Fig 14. Diferenciacidn de celulas F9 inducida por el acido retinocico y
aparicién de actividad de unidn AP-1. El panel A representa un resumen de
los ensayos de separacién de ceélulas ("cell sorting") realizados tras el
tratamiento con &cido retinoico (107 M final) y dibutiril cAMP (107> M
final) de células de carcinoma embrionario F? fijadas y detectadas con el
anticuerpc monoclonal SSEAL. Al mismo tiempo se prepararon extractos nu-
cleares correspondientes a cada tiempo de induccidn y se ensayd la acti-
vidad de unidén AP-1 por la técnica de retardo en geles (panel B}.
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Fig 15. Analisis por "Western blot” de las proteinas c—Jun y c-Fos en
diferentes lineas celulares. Se separaron las proteinas nucleares en
geles de poliacrilamida al 8 % con SDS, se transfirieron a membranas de
nylon (PVDF, Immobilon, Millipore) y se incubaron con anticuerpos de con-
ejo anti c-Fos {(dirigido a los aa 244-259) (panel A) o con anticuerpos de
conejo anti c—Jun (dirigido a los aa 80-334) (panel B) diluidos 1:1000.
Las inmuncglobulinas que reaccionaban fueron detectadas con un anticuerpo
IgG de cabra anticonejo conjugado con fosfatasa alcalina (BioRad).
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Como puede verse en la Fig 15 detectamos una proteina que re-
acciond con aaticuerpos anti-Ffos tanto en células de carcinoma em-
brionario como en lineas celulares diferenciadas, correspondiente a
un peso molecular &6 000 (Fig 15 A); la proteina c-Jun estad sola-
mente presente en las lineas celulares diferenciadas, con una mi-
gracién correspondiente a un peso molecular aproximado de 39 000
(Fig 15 B).

Trabajos recientes han informado acerca de la existencia de
una familia de proteinas Jun (212,213), y también de diferentes
proteinas Fos, habiéndose comprobado la existencia de interacciones
entre los diferentes miembros de estas dos familias de proteinas
(214,215). Los anticuerpos utilizados en este ensayo dirigidos a
los aminoacidos B0-334 de la proteina c-Jun son reactivos con c-Jjun
y Jun B pero no con Jjun D (Rodrigo Bravo, comunicacién personal).
De esta manera ni las proteinas c—-Jun ni Jun B fueron detectadas en
células de teratocarcinoma. Por el contraric anticuerpos anti-Ffos
dirigidos a los aminodcidos 244-259 detectan la presencia de fos en
los extractos celulares ensayados (diferenciados e indiferencia-
dos). Resultados similares se obtuvieron con anticuerpos anti-Ffos
dirigidos a los aa 134-163 (dato no mostrado).

De acuerdo a estos resultados parece razonable correlacionar
la actividad AP-1 con la presencia de la proteina c-Jun. De esta
manera la ausencia de esta proteina en células de carcinoma embrio-
nario seria responsable al menos en parte de la falta de actividad

de AP-1 en estos extractos.

6. Trans—activacion de AP-1 en células de carcinoma embrionario por

extractos de células 376

Teniendo en cuenta que los extractos de celulas de carcinoma
embrionario carecen de uno de los dos componentes proteicos de la
actividad AP-1 (c-Jun) desarrollamos un ensayo que nos permitiera
investigar exhaustivamente las razones de esta falta de actividad

en ceélulas indiferenciadas.
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Estimulamos la actividad de unidn a un sitio AP-1 mezclando
componentes de los extractos diferenciados con extractos de células

de carcinoma embricnario.

Se mezclaron extractos celulares de PCC4 o de F9 (que presen-
taban muy bajo nivel de actividad AP-1) (Fig 13 y 14) con cantida-
des pequeras de extractos de células 376 (que por si solas no daban
pegado al sitio AP-1) (calle 8 /Fig 16). Esta coincubacidn resultd
en un dramatico incremento en los niveles de actividad de union al
sitio AP-1 (calles 2,5 y 7/ Fig 16). Esta unidn es especifica dado
que el competidor especifico (oligonucledtido AP-1, calles 3 y &)
desplaza la formacidn del complejo DNA-proteina, pero no produce
ese desplazamiento un competidor inespecifico (célle 7). Las dife-
rencias en el nivel basal de actividad de las células de teratocar-
cinoma (calles 1 y 4/ Fig 16), ya discutida previamente, puede de-
berse al diferente grado de diferenciacién espontanea en cultivo.

La mezcla de extractos de ceélulas de teratocarcinoma con ex-
tractos de células 376 provee por lo tanto un método conveniente
para estudiar in vitro la estimulacidn de la actividad AP-1 durante

la diferenciacién.

7. La trans—-activacién requiere la presencia de pfoteinas en los
extractos dadores y no involucra ni una actividad de quinasa ni

de fosfatasa

Este ensayo de trans-activacidn involucra un concepto de pola-
ridad, donde tenemos un extracto dador (3T6) que aporta ciertos
elementos que son indispensables para la estimulacidn de la activi-
dad AP-1 en un extracto receptor (F9 o PCC4).

Los componentes de este extracto dador requeridos para la es-
timulacidn de la actividad AP-1 en células de teratocarcinoma fue-
ron analizados por diversos tratamientos. El calentamiento de los
extractos hasta 75°C por 15 min no afectd la estimulacion (calle 2/
Fig 17 A), sugiriendo ésto que esta activacidn requiere la presen-
cia de un elemento termoestable. La incubacién de este extracto da-
dor con proteinasa K elimind completamente esta estimulacidn (calle

3/ Fig 17 A).



Resultados y Discusidn 80

PCC4 F9
T —r- 1
FOorPCC4d + + F o 4 ¢ 4 —
3T6 — = 4 — <+ 4 4 =
Specificcomp. - — + — — 4+ — -—
Unspec. comp. — — — — — — 4+ —

Fig 1&6. Estimulacidon de 1a actividad AP-1 en extractos de células de car-
cinoma embrionaric por mezcla de estos extractos con extractos de células
3T6. Se incubaron extractos nucleares de células PCC4 o F9 ya sea sdlos
{7,535 pg de proteinas) o en la presencia de extractos de celulas 3Té
{0,675 pg de proteinas, calles 2,3,5,6 y 7) como fue descripto en mate-
riales y metodos. La misma cantidad de extracto 376 (diluido en 500 pg/ml
de albumina serica bovina, calle 8) no did actividad de unidn. Se utilizd
un exceso molar de 100 veces del mismo oligonucledtido AP-1 como competi-
dor especifico {(calles 3 y 6) mientras que se usd el oligonucledtido con
el sitioc del adenovirus "major late promoter element” como competidor in-
especifico en la misma proporcidn. Se corrieron los geles, se secaron y
se autorradiografiaron como fue descripto en materiales y métodos.
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Activation of PCC4 by

Fig 17 A. Efecto de diferentes tratamientos sobre 1a estimulaciton de la
actividad AP-1 en células de teratocarcinoma por extractos de ceélulas
3T6. E1 panel A muestra el efecto de distintos tratamientos sobre los ex-
tractos activadores (3T6): calentamiento (calle 2); digestidn con pro-
teinasa K (100 ng, 37°C, 30 min) seguida ya sea del agregado de PMSF

1 mM para inactivar a la proteinasa K (calle 3) o precedida por el trata-
miento con PMSF (calle 4). Los extractos asi tratados fueron incubados
con extractos nucleares de ceélulas PCC4 y ensayados como fue previamente
descripto.
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Fig 17 B. Efecto de diferentes tratamientos sobre 1la estimulacidn de la
actividad AP-1 en células de teratocarcinoma por extractos de ceélulas
3T6. E1 panel B muestra el efecto del tratamiento de los extractos ac-
tivadores (3Té) con fosfatasa alcalina (de intestino de ternero, inmovi-
lizada sobre particulas de agarosa) {(comparar calles 2 y 4) o de la in-
cubacidn de la reaccidn de activacidn en presencia de competidor homdlogo
{exceso molar de 100, calle 3), NaF 1 mM (calle 5), 5,6- di-C1-1-8-D
ribofuranosyl benzimidazole (DRB 60 uM, calle &) o B-¥-imido ATP 1 mM
{calle 7). La calle 1 muestra la sonda incubada sin extractos.
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Con el fin de inactivar a la proteinasa K, se agregsé PMSF 0.1
mM antes de la proteinasa K sin ningun efecto sobre la actividad
AP~1 (calle 4). Estos ensayos sugirieron que el factor activador

era una proteina termoestable.

Extractos dadores (3T6) tratados con fosfatasa alcalina no
fueron capaces de estimular la actividad AP-1 en células indife-
renciadas (calle 4/ Fig 17 B) implicando esto que las proteinas in-
volucradas en esta activacion debian estar fosforiladas. La activa-
cidn procedid normalmente cuando esta reaccion fue llevada a cabo
en presencia del inhibidor de fosfatasas NaF (calle 5/ Fig 17 B),
DRB (un inhibidor especifico de la caseina quinasa II y de la
transcripcidn in vitro (234)) (calle 6/ Fig 17 B), o de imido ATP
(inhibidor especifico de la iniciacién de la transcripcidn (235) vy
de las quinasas de proteinas (calle 7/ Fig 17 B).

Experimentos similares se llevaron a cabo en presencia de in-
hibidores de las quinasas de proteinas C comoc el H7 (236), inhibi-
dores de quinasas dependientes de cAMP (237), e imido GTP con simi-
lares resultados sugiriendo que la estimulacidn de la actividad
AP-1 no requiere ni una actividad de quinasa de proteinas, ni una

actividad fosfatasa sensible a NafF.

8. Cromatografia en columnas Mono S FPLC, separan la capacidad de
activar AP-1 de la actividad de unidn al sitio AP-1 de extrac-

tos de células 3T6

La Figura 18 muestra el fraccionamiento en columnas Mono S
FPLC de extractos nucleares 3T6. Cada fraccitén fue ensayada por su
capacidad de activar AP-1 en extractos de teratocarcinoma, y por su
tapacidad de unirse a un sitio AP-1 en el DNA.

El pico de la actividad de pegado especifico al sitio AP-1
eluyt de esta columna en las fracciones 16 y 17 (calles 9 y 11/ Fig
18 A), mientras que la maxima estimulaciéon de la actividad AP-1 en
celulas PCC4 eluyd en las fracciones 20 a 24 (calles 8-14/ Fig 18
B). Las fracciones 16 (dato no mostrado) y 17 (calle 7) activan

pero en menor grado.
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Fig 18 A. Separacion de la actividad de unidn y de trans—activacidn por
cromatografia en columnas Mono S. Se sembraron extractos nucleares de
celulas 3T6 (0,5 ml; 260 pg de proteinas) en columnas Mono S de 1 ml en
un aparato de FPLC (Pharmacia). Se lavaron y eluyeron estas columnas con
un gradiente lineal entre 50 y 1000 mM de KC1l. Se ensayaron fracciones de
esta columna para unidn al oligonucledtido AP-1 (6 pl/fraccidn, panel A)
0 para la trans—activacidén de AP-1 en extractos de células PCC4 (panel
B). Las calles 3,10,12 y 15 en el panel A y la calle 2 en el panel B con-
tenian competidor especifico (oligonucledtido AP-1 no marcado) en un ex-
ceso molar de 100. Las calles 9 y 11 (panel B) indican gque se utilizaron
3 pl en lugar de 2 pl de estas fracciones (calles 4,5,6,7,8,10,12,13,14,
1S y 16) en el ensayoc de trans-—activacidn de AP-1 en PCC4.
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B Activation of PCC4 by 3T6 Mono S Fractions
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Fig 18 B. Separacidn de la actividad de unidn y de trans—activacidn por
cromatografia en columnas Mono S. Se sembraron extractos nucleares de
celulas 3T6 (0,5 ml; 260 pg de proteinas) en columnas Mono S de 1 ml en
un aparato de FPLC (Pharmacia). Se lavaron y eluyeron estas columnas con
un gradiente lineal entre 50 y 1000 mM de KC1l. Se ensayaron fracciones de
esta columna para unidn al oligonucledtido AP-1 (&6 pl/fraccidn, panel A)
o para la trans-activacidn de AP-1 en extractos de células PCC4 (panel
B). Las calles 3,10,12 y 15 en el panel A y 1a calle 2 en el panel B con-
tenian competidor especifico (oligonucledtido AP-1 no marcado) en un ex-
ceso molar de 100. Las calles 9 y 11 (panel B) indican gue se utilizaron
3 pl en lugar de 2 pl de estas fracciones (calles 4,5,6,7,8,10,12,13,14,
15 v 16) en el ensayo de trans-—activacidén de AP-1 en PCC4.




Resul tados y Discusidn 86

De este modo las actividades de unidn al DNA y de estimulacidn
de esta actividad en células PCC4 fueron parcialmente separadas por
cromatografia, indicando que algunos componentes de los extractos
3T6 que por si solos dan un bajo nivel de unidn a un sitio AP-1
pueden estimular significativamente la actividad AP-1 en células de

carcinoma embrionario.

9. c—Fos estd involucrada en el proceso de trans-—-activacion

Las fracciones de la columna Mono S responsables de la estimu-
lacion de la actividad AP-1 contenian tanto las proteinas c-Fos
como c-Jun, como fue determinado por anadlisis de proteinas de estas
fracciones por "Western blot” (dato no mostrado). Por ello y con el
fin de determinar si c-Fos o c-Jun eran responsables de esta acti-
vacion, eliminamos estas proteinas de los extractos de celulas 376
por inmunoprecipitacion especifica utilizando anticuerpos especi-
ficos contra c-Fos (aa 134-163/Extractos Fos~) y contra c-Jun (aa
80-334/Extractos Jun~)

Para controlar la efectividad de las inmunoprecipitaciones
realizamos un analisis de unidn al sitio AP-1 por 1a técnica de
retardo en geles con los extractos asi tratados (Fos™ y Jun~). La
Figura 19 muestra que mientras que los extractos 376 control mos-
traron unién al oligonucledtido de AP-1 (calles 7 y 8), los extrac-
tos inmunoprecipitados de c-Fos o de c-Jun (calles 3-4 y 3-6 res-
pectivamente), mostraron una actividad de unidn muy reducida. Esto
estd de acuerdo con datos previamente comunicados (205,206) que
postulaban la interaccidn cooperativa de Fos y Jun para unirse

especificamente a un sitioc AP-1 en el DNA.

Estudiamos la trans-activacién con estos extractos "inmuno-
depletados” y encontramos que aquéllos privados de c—-fos (extrac-
tos fFos~) no eran capaces de estimular la actividad AP-1 en células
PCC4 (calles 4 y S5/ Fig 19), mientras que los extractos control o
“inmunodepletados" de c-Jun (extractos Jun~) no eran afectados en
su capacidad estimulatoria (calles 3 y 6-7 respectivamente/ Fig

19).
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Fig 19. Efecto de la inmunoprecipitacién de c—Fos y de c—Jun sobre la
unioén y la trans—activacidn. Se realizd la inmunoprecipitacidn de los ex-—
tractos 376 por incubacidén con anticuerpos anti c—-Jun (aa 80-334) o anti
c—-Fos (aa 134-163) seguido de la remocidn de los complejos inmunes for-
mados con proteina A-agarosa. En el panel superior 1la calle 1 muestra la
union al sitio AP-1 de extractos de células 3T6 (7,5 pg de proteinas)
mientras que las calles 7 y 8 muestran el efecto de la preincubacidn de
esos extractos con proteina A-agarosa (sin anticuerpo). La calle 2 mues-
tra al extracto 3T6 no tratado en presencia de competidor especifico. Las
calles 3 y 4 muestran el efecto del tratamiento de anticuerpos anti c-Fos
y las calles 5 y & del tratamiento con anticuerpos anti c-Jun. Las calles
3,5 y 7 contenian 4 pl y las calles 4,6 y 8, & pl de los respectivos ex-—
tractos. El panel inferior muestra el efecto de extractos Fos— o Jun— en
el ensayo de transactivacidn de actividad AP-1 en extractos de células
PCC4. Se incubaron 7,5 pg de proteinas del extracto de PCC4 sélo (calle
1), en presencia de extractos 3T6 no tratados (calle 2), de extractos de
3T6 tratados (Fos—, calles 4 y 5 y Jun—, calles S y &) o extractos con-
trol (calle 3). Las calles 4 y 6 contenian 2 pl y las calles 3 y 5, 3,5
pl de los extractos activadores.
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Una banda de mayor movilidad electroforética fue detectada en
los extractos Fos~. Esto podria deberse a la formacién de un com-
plejo con otra forma de Fos en este sistema, la cudl sdlo es detec-
tada cuando c-Fos es removida.

Estos resultados sugieren un papel para c-Fos en el proceso de
activacidn y ésto resulta sorprendente teniendo en cuenta que las
células de carcinoma embrionario carecen de la proteina c-Jun pero

tienen la proteina c-Fos (ver Fig 195).

No podiamos descartar en este punto la posibilidad de que la
activacién fuera mediada por alguna proteina relacionada a c—-Fos, ©
por otras proteinas asociadas con Fos que son removidas de los ex-
tractos con anticuerpos especificos contra c-fos.

Los anticuerpos anti c-Fos dirigidos a los aminoacidos 244-259
(una secuencia que no se encuentra presente ni en FfFos-F ni en Fra-1
no son capaces ni de inhibir la unidén a un sitio AP-1, ni de privar
a los extractos de 3T6 de su actividad estimulatoria (dato no mos-—
trado). Estas diferencias podrian deberse, en parte a diferencias

relativas en el tituloc o especificidad de los anticuerpos utili-

zados.

10. La proteina Fos traducida in vitro es responsable de la trans—

activacion

Se ha demostrado que las proteinas c-Fos y c-Jun traducidas in
vitro se unen eficientemente a un sitio AP-1 en el DNA (205,206,
214).

Clones de c-DNA conteniendo los marcos de lectura abiertos
completos de c-fos y de c-jun fueron transcriptos in vitro con la
RNA polimerasa del fago T7 y ambos RNAs fueron traducidos en forma
separada en un sistema de lisado de reticulocitos de conejo, produ-
ciéndose en ambos casos polipéptidos del tamaro correcto que fueron
inmunoreactivos con los correspondientes anticuerpos. La Fig 20
muestra la titulacién de los niveles de mRNA necesarios para produ-
gir las proteinas c-Fos (panel A) o c-Jun (panel B) por traduccién

in vitro.
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Fig 20. Traduccidn in vitro de los mRNA de c—fos y de c—jun. Se tradu-
jeron in vitro distintas cantidades del mRNA de c-fos (panel A) o del
RNAm de c—jun (panel B) transcriptos por la RNA polimerasa del fago T7
como fuera descripto en materiales y métodos. La calle 1 (paneles A y B)
muestra el sistema de reticulocitos control sin mRNA, mientras que la
calle 2 (paneles A y B) muestra la traduccidn de un mRNA control ("brome
mosaic virus"). El mRNA de c-fos produjo un producto proteico de aproxi-
madamente &6 000 (panel A, calles 3-7), mientras que el mRNA de c-jun
produjo un producto proteico que migra un poco por encima de 46 000
(panel B, calles 10-14/3 bandas).
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De acuerdo a este resultado se utilizaron 350 ng de RNA de c-
fos y 175 ng de RNA de c-jun para la traduccién in vitro de ambas
proteinas no marcadas; las cudles fueron utilizadas en los experi-

mentos de trans-activacién descriptos a continuacidn.

Las proteinas c-fFos y c-Jun asi sintetizZadas fueron utilizadas
en ensayos de trans-activacidn.

La proteina c—-Fos sintetizada 1n vitro estimuld la actividad
AP-1 en células PCC4 a niveles comparables con la estimulacién pro-
ducida por los extractos de células 3T6 (calles 3 y 4, comparar con
calle 2/ Fig 21 A).

Por el contrario la proteina c-Jun sintetizada in vitro, ©
lisados de reticulocitos control (sin mRNA) no produjeron ninguna
estimulacidn (calles 6-7 y 9-10 respectivamente/ Fig 21 A). En
otros experimentos lisados de reticulocitos de conejo con un mRNA
control (BMV,"brome mosaic virus") no produjeron ningun efecto
estimulatorio (dato no mostrado).

Como control de la funcionalidad de las proteinas Fos y Jun
sintetizadas en este sistema, utilizamos el ensayoc de retardo en
geles, para ver la pegada al sitio AP-1 de estas proteinas por
separado o en combinacidn. La Figura 21 B muestra que estas protei-
nas se unieron especificamente al sitio AP-i sélo cuandc fueron
mezcladas (calle 8, comparar con calles 1,3,5,7 y 10). Esto estaria
de acuerdo con experimentos previos de otros autores gque seralaban
la cooperatividad de Fos y Jun para unirse a este sitio en el DNA.
Por 1o tanto este control nos demostré que tanto las proteinas Fos
como Jun eran funcionales.

Estos resultados en total acuerdo con los experimentos con ex-—
tractos inmunoprecipitados sostienen la idea de que la proteina c-
Fos es la responsable de l1a trans-activaciéon de la actividad AP-1

en celulas de carcinoma embrionario.
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Activation of PCC4 by
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Fig 21. Trans—activacion de la actividad AP-1 con proteinas c—Jun y c-Fos
sintetizadas in vitro. (A). Se activaron extractos de células PCC4 (6,75
p#g de proteinas) con extractos de celulas 3T6 (calle 2), con proteina c-
Fos traducida in vitro (calles 3-5), con proteina c-Jun sintetizada del
mismo modo (calles 6-8) o con lisados de reticulocitos control (calles 9-
11). Las calles 5,8 y 11 contenian competidor especifico (oligonucledtido
AP-1) en un exceso molar de 100. (B). Actividad de unidn al sitio AP-1
por la proteina c—-Fos {(calles 1 y 2), c—-Jun (calles 3 y 4), por lisados
de reticulocitos control (calles S5 y 6), o por combinaciones de c—-fos +
lisado (calle 7), c—-Fos + c—-Jun {calles 8 y 9), o c—-Jun + lisado (calle
10). Todas las reacciones contenian 4 pl de cada lisado. Las calles 2,4,6
y 9 contenian competidor especifico en un exceso molar de 100.
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CONCLUSIONES II

Hemos examinado la actividad de unidn a un sitio AP-1 en célu-
las de carcinoma embrionario y en lineas celulares diferenciadas.
Encontramos niveles muy bajos de actividad AP-1 en células de tera-
tocarcinoma, incrementandose drasticamente esta actividad durante
la induccidn de células F9 con acido retinoico (Fig 14) o en lineas

celulares diferenciadas (Fig 13).

El hecho de que todas las lineas celulares ensayadas expresa-
ran la proteina c-Fos, mientras gque la proteina c-Jun estuviera
s6lo presente en 3T6, HelLa y PYS-2 nos llevd a pensar que la falta
de actividad AP-1 en células indiferenciadas podria deberse a la

ausencia de la proteina Jun.

Hemos demostrado la estimulacidn de la actividad AP-1 en celu-
las de carcinoma embrionario (FY y PCC4), por coincubacion de estos
extractos celulares con extractos nucleares de ceélulas 3T6 (Fig
16). Esta trans—activacién involucra una polaridad, con un extracto
dador (células 3T6) que aporta ciertos componentes que son necesa-
rios para la estimulacién de esta actividad AP-1 en el extracto re-
ceptor (PCC4 o F?). En el extracto dador estos componentes respon-
sables de la trans-activacion han sido parcialmente separados de

aquéllos responsables de unirse a un sitio AP-1 en el DNA (Fig 18).

Las conclusiones de este trabajo indican que se requeriria la
transferencia de la proteina c—Fos de células diferenciadas para
trans-activar la actividad AP-1 en células de teratocarcinoma. Dos

clases de evidencia independiente sostienen esta teoria:

- Mientras que los extractos de células 3T6 inmunoprecipitados de
c—-Jun fueron aun capaces de estimular esta actividad en las célu-
las indiferenciadas, esta trans-activacién fue eliminada al inmu-

noprecipitar los extractos dadores de la proteina c-Fos. De esta
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manera c-fFos, algun antigeno relacionado a Fos (Fra) o algunas
proteinas que coinmunoprecipiten con Fos serian requeridas para

esta activacioén.

- La proteina Fos sintetizada in vitro estimuld fuertemente la ac-
tividad AP-1 en células indiferenciadas (calles 3,4/ Fig 21 A),
mientras que ni el lisado control, ni la proteina Jun presentaron
ninguna activacién. De este experimento concluimos que la protei-
na requerida para la activacion es la proteina c-fFos y no un an-

tigeno relacionado.

Trabajos recientes han comunicado el efecto de c-fos y c-Jjun
en la actividad AP-1. En un caso c-fos introducido en forma transi-
toria en células de carcinoma embrionario era suficiente para pro-
vocar la diferenciacidn parcial y estimular la actividad de unidén
al sitio AP-1 en dichas células (238). En otro caso c-fos integrado
establemente en células de teratocarcinoma bajo el control de un
promotor inducible de metalotioneina (que se induce por metales pe-
sados) no era suficiente para inducir la diferenciacién, ni la ac-
tividad AP-1 en estas células en presencia del aggnte inductor;
siendo la actividad AP-1 detectada sélo si se cotransfectaba con c-
Jun (239). Las diferentes metodologias y las diferencias en la efi-
ciencia de expresiédn de construcciones quimera, asi como la auto-

rregulacion de Fos (240) podrian explicar estas discrepancias.

Nuestros resultados utilizando un sistema in vitro apoyan la
nocion de que c—-Fos es suficiente por si sola para estimular la ac-
tividad AP-1 en extractos de celulas indiferenciadas.

Estas conclusiones traen aparejadas algunas hipotesis adicio-
nales. Nosotros pensabamos que aportando la proteina c-Jun de ex-
tractos de células diferenciadas se iba a restablecer la actividad
AP-1 en células de teratocarcinoma. Que este no fuera el caso, su-—
giere que algun miembro de la familia de proteinas Jun (quizas Jun
D) en los extractos receptores pudiera formar un complejo com la

proteina Fos aportada por los extractos dadores.



Resul tados y Discusién 94

De este modo Jun D podria ser el "blanco” en las células in-
diferenciadas de la activacidn obtenida por la transferencia de c-
Fos de células diferenciadas. Teniendo en cuenta que detectamos la
proteina c-Fos en células de teratocarcinoma (Fig 15) y que se re-
qQuiere c-fFos exégena para la estimulacion de AP-1 en células in-
diferenciadas; existe la posibilidad de que existan diferentes
proteinas Ffos en células diferenciadas e indiferenciadas. La
proteina Fos "diferenciada" seria la activa en la formacidn del
complejo AP-1 con proteinas Jun, mientras que la proteina c-Fos de
teratocarcinoma seria inactiva. Es posible que el Fos detectado en
células indiferenciadas sea codificado por diferentes genes, te-
niendo en cuenta que otros miembros de la familia Fos, tal como
fos—-B y proteinas relacionadas a Fos han sido descriptas (201,215).
Se requiere un andlisis detallado de la proteina c-fFos purificada
de ambos estadios celulares para clarificar este punto.
Alternativamente es posible que alguna modificacidn de c—-Fos sea
inducida durante la diferenciacién de modo que tras ella sea capaz
de la activacidén. Esta modificacidén podria ser post-traduccional,
tal como una fosforilacién o una glicosilacidn. Esta actividad mo-
dificadora de Fos deberia estar presente también en el sistema de
reticulocitos de conejo, dado que la proteina alli sintetizada es
activa en la estimulacién. Con el fin de estudiar los factores
responsables de la activacion de c-fos, la broteina Fos inactiva

producida en sistemas bacterianos resultaria de gran utilidad.

Finalmente el ensayo in vitro aqui descripto podria ser utili-

zado para estudiar la activacion de Fos durante la diferenciacién.

AA;*f‘ F CAUERES.
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ABREVIATURAS

aa
cRAMP
ATP
DNA
DNasa 1

EDTA

kbp
min
mRNA
NAD
nm
PMSF
RNA
rpm

seq

pl
Hg

Abreviaturas

aminoacidos

adenosina monofosfato ciclico
adenosina trifosfato

Acido desoxirribonucleico
deoxirribonucleasa 1 (de pancreas
boaving)

etiléndiamino tetraacetato de sodio
hora

miles de pares de bases

minuto

adcido ribonucleico mensajero .“~:
nicotinadenina dinucledtido E. f
nanometro P

fluoruro de fenilmetilsulfonilo:u‘,
dcido ribonucleico ‘
revoluciones por minuto ° L3
segundo e
unidades de actividad enzimatica
microlitro (107* litros)

microgramo (10~® gramos)
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