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RESUMEN

La compactacion del ADN en la cromatina ®sdamentalen la organizacion y
utilizacion del genoma. Los nucleosomas son la unidad basica de la crosatioanacion y
desensamblesun proceso dinamical que ocurre esencialmente por accion dedosplejos
remodeladores de cromadi dependientes de ATP. Uno dste es SWISNF (SWitching
defective/Sucrose Non Fermentjngue posee la capacidad de desplazarieal octamero de
histonas gliding) y de transferir octameros entre distintos segmentos de ADN. Asociad®d a est
dltima actividad se describhen fendmeno denominadeviction consistente en elesensamble
deun nucleosoma.

Se ha descrito la existencia de factores que incremengatividad emodeladorale los
complejosdependientede ATP. En este sentidestudios realizados con una proteina nuclear
no histona, denominaddMGB1 (High Mobility Group B1l), apuntan a que esta proteina
interacciona con el ADN préxima los nucleosomas y facilita actividad deciertos compjos
remodeladores de cromatina. Sin embargo, se desconocen los efectos de proteinas de este |
sobre las distintas actividades cataliticas de estos complejos

Con el objeto de profundizar el conocimiento sobrddotoresresponsables de modular
la actividad de complejos remodeladores dependientes de IAT#esente tesis abordé el
estudio del efecto de proteinas del tipo HMGB sobre la actividad de SWI/SNF. Con este
propoésitose generaron proteinas HBGilvestresrecombnantesde humano yevadura mas
mutantes de estas ultimdsas proteinas con las que se tradapron Nhp6A, Nhp6B, Hnol
(levadura) y HMGB1 (humanalComo sustrato de la actildd remodeladora se reconstituyo

mononucleosomas sobre segmentos de ADN mascaddioactivamenteSe estudiola

10
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influencia de las proteinas HMGB sobre la actividad remodeladoBa\ENF de levadura y
sobre la accidén conjunta del factor de transcripcion G826 y SWISNF. Ademas se evaluo

los efectos de estas proteinas sobrmlande SWISNFal ADN y sobreel grado de hidrélisis

de ATP que realiza este complejo durante su acEidalmente se realizar@studios d&hlP-

chip con el finde analizar el reclutamiento de SWI/Shlpromotores especifices funcion de

la presenciao ausencia de las proteinas HMGB estudiadas. También se analizo el
enriguecimiento de estas proteireasel genomacompleto de levaduraPosterior a esfose
analizé si en funcién de lapresenciao ausencia de estgwoteinas HMGBse alterael
posicionamiento de nucleosomasregionegpromotons de determinados genes.

Nuestros estudios vitro demuestramue las proteinas HMGB de levadura estimiga
actividad de complejos remodeladores de cromatina dependientes de Ad&mas nos
permiieron entender parcialmengé mecanismo por el cual estarian actuando las HMGB sobre
estos complejod.os andlisisin vivo permitieron observar quas proteinas HMGB afectda
permanencia del complejo SVSNFenregiones reguladoras de diversos genas,un impacto

enla estructuraromatinica destsregiones

11
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ABSTRACT

DNA compaction into chromatin is a central element of genome organization and
utilization. The nucleosome is the basic unit of chromatsformation and disassembly is a
dynamic processwhich occurs essentially by the action &TP-dependent chromatin
remodeling complexes. One thiese complexes is SWI/SNF (SWIltching defective/Sucrase N
Fermenting) which has the ability to move the his®roctamer by sliding and by histone
octamer transfer between two different DNA fragments. A phenomenon called eviction has
been associated to the lattgpe of activity and involvesucleosomelisassembling

Recent studies have described a number of factors which enhance the ac#iify-of
dependent chromatin remodeling complexes. To this respect, studies performed with a nuclee
nonhistone protein, called HMGB1 (High Mobility Group BJpinted that this mtein would
be able to interact with DNA in the proximities of the nucleosome, facilitatimgsliding
activity of some chomatin remodeling complexeldowever,the effects of this kind of proteins
on the differentactionsof these complexes remain unkmw

In order to deepen the understandiagtorsinfluencingthe activity of ATRdependent
chromatinremodeling complexeshisthesis work was dedicated to study the influence of yeast
HMGB proteins onSWI/SNF activity. With this purpose we generated nedonant HMGB
wild type proteins ofhuman andyeastorigin, plus mutant versions of thgeastproteins. Tle
proteins used in our study welhp6A, Nhp6B, Hmol (yeast) and HMGB1 (human). &s
substrate of remodeling activity we reconstituted mononuclesomemdoactively labeled
DNA segments. We studied how yeast HMGB proteins influence the remodeling activity of

ySWI/SNF and the combinedaction of the chimeridranscription factorGal4VP16 and

12
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SWI/SNF.Further, we evaluated the effectisthese proteinsroSWI/SNF binding to DNA and
on the extent oATP hydrolysis of this compleduring its action Finally, we performed ChIP
chip assays to study the ysical association of SWI/SNEo gene regulatory regions
dependence dhe presence or absenmethe yeasHHMGB proteinsstudied We also studied the
genomewide relative enrichmenof these HMGB proteins. Afterards we analyzed whether
nucleosome positioning in certain gene promoters is dependent on the presernsaeHNIBB.
Ourin vitro studiesdemonstrat¢hat yeast HMGB proteins enhance the activity of ATP
dependent chromatin remodeling complexes. Additionally, a&ltbws to partially elucidate the
mechanism bywhich these HMGB proteins would be acting time activity of remodeling
complexesOur In vivo analyzes revealed thefMGB proteinsaffect the physical presence of
SWI/SNF on several gene regulatory regiomsh a consequent impaon chromatin structure

of these regions

13
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1.- INTRODUCCI ON

1.1- Compactacion del ADN

El material genético en los eucariontes es longitudinalmente muy extenstaparan
el nacleo de una célula. En los humanos el Aldidlear sumana longitud aproximada de 2 m
y debe compactarse pagatar dentro @ ndcleo que mide 10 um aprox., (Ladngetl Becker,
2004). Es poestoque debe compactarse sobre 10.000 veces para entrar en el volumen limite
del nacleo (Nemeth and Langst, 2004), lo que ademas implica que el material genético deba s
una maquinaria muy dinamica, en la cual los proceso®m#ensacion y descondensacion del
ADN son de vital importancidsta compactacion se hace posible al encontrarse el ekibé
forma de un complejo nucleoproteico denominado cromatina.

La cromatina posee diferentes estados depeat&ion. El primer nivelcorresponde a
su estructuracion en nucleosomgee son la unidad basica de la cromatloa cualesestan
conformados poocho proteinas centralgsieforman unoctdmerg 180200 pb de ADN y una
proteina conectora (Ramakrishnan, 1997). El cmlenucleosoma esta conformado por 147
pares de bases de ADN enrollado hacia la izquierda alrededor de un octamero de protein:
basicas denominadas histonas (H2A, H2B, H3 y H4) (Kornberg and Lorch, 1999), el cual se
conforma en su parteentral por un tetramerH3-H4 y por la parte periférica por dos dimeros
H2A-H2B. Del ADN nucleosomall21 pb internse se asocian al tetramero H3/H&l yesto del
ADN nucleosomal se une a los dos dimeros H2A/H2B, produciéndose interacciones entre la
histonas y la curvatura mendel ADN cada 10,2 pb aproximadamente anterior genera

alrededor de 14&lusterso grupos de interacciones del tipo adeestaticas, puentes de

14
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hidrogeno y no polares con el ADN, que lleva a formar uno de los complejos prAi2hiha

mas estables (Lugeet al., 1997; Morales et al., 2001; Richmond and Davey, 2003; Li et al.,
2007; Cairns, 2007). En el core nucleosomal el ADN envuelve al octamero de histonas 1,6°
veces, generandose una compactacion del ADN de unas 7 veces (Richmond and Davey, 200:
Cabemencionar quearca del 80% del ADN gendémico se encuentra como ADN nucleosomal
(Nemeth and Langst, 2004). El siguiente nivel de compactacioén correspdadienominada

fibra de 30 nmpara la cual es esencialpaesencia de lproteinaconectora, en elucleosoma.

Sin embargpsu estructuracion no esta completamente dilucidada, existiendo hasta hoy dos
teorias al respecto: un modelo explica que los nucleosomas se van ordenando uno al lado c
otro (solenoide) y la otra dice quste se ordenan en zikpg para generar este grado de
compactacion (Daban, 2000; Woodcock and Dimitrov, 2001; Khorasanizadeh, 2004). Luego se
encuentran varios niveles de compactacion superior que corresponden primero al cromonen
(fibra de 60 a 130 nm de didmetro) (Belmont andcBr 1994); estructura que se pliega sobre si
misma y se une a proteinasaffold formando las crométidagfibra de 300 a 700 nm).
Finalmente el mayor nivel de compactacion que puede alcanzar la cromatina corresponde a

cromosoma metafasico (estructurald®0 nm de grosor) (Wolffe, 199&jigural).

15
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Figura 1. Esquema representativo de los niveles de compactacion de la cromatina en
eucariontes.Adaptadode The Cheung Lab, The Can€&nromatin Connection.
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En la cromatinaexiste ADNIibre entre los diferentes nucleosomas tpérman. Este
ADN es elque conecta un core nucleosomal con gtse denomina ADN conector o linker.
Este ADN tiene una longitud muy variable, que va entre 10 y mas de 140 pares de bases ¢
eucariontes superies (Kornberg and Lorch, 1999; Horn and Peterson, 2002; Nemeth and
Langst, 2004). Estos segmentos corresponden a zonas mas accesibles del ADN. Ademas,
gracias a este ADN que los nucleosomas pueden plegarse paraudoafiara mas compacta
con un didameb de ~30 nm (Daban, 2000). Para formar la fibra de 30 nm, el nucleosoma es
estabilizado por la interaccion teproteina conectora, la cual egjlanta histona, denominada
H1 (Horn and Peterson, 2002) . Est antrante iy st o
saliente del core nucleosomaocesoque es muy dinamicen términos de asociacion y
disociacion de esta histona y el nucleosoma (Zhou et al, 1998; Misteli et al., 2000). Ademas, s
ha descrito una estructura denominada cromatosoma, la cual consiste en 167 pb, @& ADN
octamero de histonas y la histona conect@impson, 1978; Felsenfeld and Giime, 2003;
Ramakrishnan, 1997JFigura2).

La activacién de la transcripcion es un fendmeno que regularmente incluye una etapa d
remodelacion de la cromatina en las regiones promotoras de los genes. Esta remodelaci
permite la asociacién de factores de transcripcion especificos y generales que permitan d:
inicio a la transcripcién. En esta remodelacion participan complejos proteicos denominados d
forma genérica modificadores de cromatina, dentro de los quetemoos a los complejos

remodeladores dependientes de ATP.
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Mucleosome core
MNucleosome Linker DMNA, (core particle) Chromatosome

J

Core histone octamer Histone H1 (linker histone)

Figura 2: Representacion esquematicdel primer nivel de compactaciénde la cromatina.

En negro la hebra de ADN, rosado un ejemplo de ADN conector, amarillo el octamero de
histonas y en celeste la histona H1. Se sefiala la unidad fundamental de la cromatina, ¢
nucleosoma, el cual consta de entre 180 y 200 pb de ADN, un octamero de lyistomasona

H1. Se destaca también el core nucleosomal, formado por el octdmero de histonas y 147 pb ¢
ADN, y el cromatosoma que comprende 167 pb de ADN, el octdmero de histonas y la histone
H1 (Tomado de Lusser and Kadonaga, 2004).
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1.2- Complejos remodeladores de cromatina dependientes de ATP

Los complejos modificadores de cromatina se dividen en dos grupos: los complejos de
modificacion covalente de histonas y los complejos remodeladores dependientes de ATF
Ambos pueden alterar la estabilidad de la estructura existente entre ADN e higibreasda
los ultimos la energia de la hidrolisis de ATP para ejercer esta accion (Becker and Horz, 2002
Son estos complejos dependientes de ATP en lossjaeentradouestro estudio.

Los complejos remodeladordependientes de ATpPueden mediar difentes procesos
para alterar la estructura cromatinica y permitir la exposicioén de zonas del ADN, que en alguno:
casos producen activacion transcripciqi@lsenfeld and Groudine, 2008ntre estos procesos
estan: 1)Sliding o desplazamiento de nucleosmsnen el cual la posicibn de un nucleosoma
cambia dentro de la misma hebra de ADNL@ppingo desenrollamiento del ADN sobre el
octamero de histonapermitiendo que eADN nucleosomakeamas accesible a los factores
regulatorios. 3)Eviction o desengsable del nucleosoma, consistente en la transferencia del
octdmero a una hebra de ADN diferente o a chaperonas de histoBashdhgeo intercambio
de dimeros de histonas H2A2B, entreel mismo tipo de histonas o por variantes de éstas
(Wang et al., 2007/Gangaraju and Bartholomew, 2007; Clapier and Cairns, 26a8)r&3).

Se han descrito 4 diferentes subfamilias de complejos remodeladores, los que sol
agrupados y definidos por las caracteristicas estructurales de la subunidad con actividad ATPa
dertro de cada complejo. Estas subunidades cataliticas poseen un dominio comun, que es
formado por dos motivos: el que genera la hidrdlisis del ADExK) y el dominio helicasa
(HELICc), separados por una region de inserciBgtas subfamiliason: del tipoSWI/SNF

(SWitching defective/Sucrose Non Fermenjjrdgl tipo ISWI (mitation Switch, del tipo CHD
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(chromodomain, helicase, DNA binding)del tipo INO 80(inositol requiring 80)Saha et al.,
2006; Wang et al., 2007; Clapier and Cairns, 2009)e ttabajo de tesigsta enfocaden el
estudio de los complejos del tipo ISWI y S8NFde levadura.

SWI/SNF (Cote et al. 1994; Imbalzano et al., 1995 un complejo multiproteico de
aproximadamente-2 MDa, el cual consiste de cerca de 11 subunidades, aislado originalmente
de levadurasDiversos estudios mostrarajue la delecion de algunos de los gededas
subunidades del complejevaban a una tdracion en la estructura cromatinica, estableciendo
el nexo entre este tipo de complejola regulacion estructural de la cromatia levaduras se
ha descrito un segundo tipo de complejos de la subfamilia SBWWI/denominado RSC
(Remodes the Structureof Chromatir), el cual posee aproximadamente 15 subunidades. A
diferencia de los complejoSWI/SNF, la presencia de RSC es necesaria para la viabilidad
celular (Cairns et al.,, 1996). Ent®WI/SNF y RSC existealta similitud estructural o de
secuenciaen las subunidades ATPasa, las cuales son Swi2/y Sthl respectivamente.
Ademas Rsc8, Rsc6 y Sthl en RSC corresponden a las subunidades Swi3, Swiy &ry
SWI/SNF(proteinas homoélogagMohrmann et al., 2005) (Tabla 1). La subunidad catalitica de
los mmplejos de esta subfamilia posee, ademas del dominio ATPasa, un déiBiAio

(helicasaSANT), un postHSA y un bromodominio @erminal (Cairns et al., 1998).
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B
+ Remodelador de cromatina
+ATP
- Sliding, looping y eviction -Intercambio de dimeros de histona
< 777777777777777777 > —o o 6
(@)

Figura 3: Esquema ilustrativo de loscuatro mecanismos generales de remodelacion de los
complejos remodeladores de cromatina dependientes de hidrélisis de AT®. El primero
involucra la utilizacion de la energia de la hidrélisis del ATP para generar cambios, como
sliding (desplazamiento eais de nucleosomas)iooping (desenrollamiento del ADN sobre el
octamero de histonas) aviction (desensamble del nucleosoma). b) El segundo se refiere a la
utilizacion de esta energia para provocariniarcambio de dimeros de histonas, como H2A
H2B o variantesle éstagAdaptadode Wang et al., 2007).
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El complejo SWIENF posee la capacidad de mover octameros de histonas a lo largo de
la doble hebra de ADN (sliding) (Whitehouse et al., 1999) y también de transferir octameros de
histonas entre distintos segn@nde ADN (actividad de transferencia de histonas) (Lorch et al.,
1999). Asociado & transferencia de octamerss encuentra el fendmenoa@ctiono desalojo
del octamero de histonas del nucleosoma. El destino de estas histonas puede ser la asociac
con chaperonas de histonadespuéson otro segmento de ADN (Reinke and Horz, 2003).

Por otra parte la subfamilia de complejos remodeladores detina de tipo ISWI esta
representada por complejos proteicos de aproximadamente 0,4 MDa, de entre 2 y
subunidades, cuyos primanmiembros fueron descritos &rosophila.Los complejos ISWI de
esta especie fueron denominados dNURF (nucleosome remofiatiog Tsukiyama and Wu,
1995), dCHRAC (chromatin accessibility complex, VaWjaisz et al., 1997) y dACF (ATP
utilizing chromatin assembly and remodeling factor, Ito et al. 1997). Se encontré que la
subunidad cataliticale estos complejoposeia una siilitud con la subunidad ATPasa de
SWI/SNF (Elfring et al., 1994), por lo que se le denominé Imitation Switch (ISWI). En levadura
se han descrito 2 proteinas ATPasas para esta subfamilia, siendo estas Iswl e Isw2 (Tsukiyar
et al., 1999), las que a su vemrhan diferentes complejos, los que varian en el nimero de
proteinas que los conforma. Para ISW1 existen dos isocomplejos, lay 1b, los cuales comparte
la subunidad ATPasa (Isw1l), patifieren enlas otras subunidades que fasnan ISW1a esta
formada demas por loc3 e ISW1b por loc2 e loc4. Por otro lado ISW2 esta conformada por la
subunidad ATPasa (Isw2) e ltcl (Vary et al.,, 2003) (Tabla 1). La subunidad ATPasa de est:
subfamilia posee el dominio ATPasa caracteristico de los complejos remodeladores
dependientes de ATP, ademas de un dominio SANT y un dominio SLIDE, ambos haeia el C

terminal (Corona and Tamkun, 2004; Boyer et al., 2004).
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Al igual que con SWBNF, a loscomplejs ISWI se les ha asociado la actividad de
desplazamiento de histonasa@s(sliding) (Zofall et al., 2006), pero no se le ha relacionado con
la actividad de transferencia de histonas ni con el intercambio de histonas.

Se ha demostrado que la actividad remodeladora producida por comgidejés
subfamilia SWISNF puede ser moduladoor algunos factores de transcripcion, como es el caso
del factor quimérico Ga¥P16, que posee el dominio de unién al ADN de Gal4 y el dominio
de transactivacion de VP16e ha observado que GAIR16, aparte de poder reclutar al
complejo SWISNF haciaun nucleosoma particular, potencia en el comp$ejcactividad de
eviction por sobre su actividad de slidif@utiérrez et al., 2007)Por otra parteestudis
realizad® con una proteina nuclear no histona humana, denominkt{aB:d (High Mobility
Group B1 Stros et al., 2007)nostraronque ésta interacciona con ADN conector entre los
nucleosomas y en este contexto es capaz de facilitar el desplazamiento que sobre ellos cataliz

complejos remodeladores de cromatina del tipo ISWI (Bonaldi et al., 2002).

Tabla 1: Subunidades que conforman los complejos del tipoSPWE ISWI de levadura.

Especie, familia 'y Levadura

composicion SWI/SNF ISWI

Complejo SWI/SNF RSC ISWla \ ISW1b ISW2

ATPasa Swi2/Snf2 Sthl Iswl Isw2

Swil/Adr6
_ Swi3 Rsc8/Swh3
Suaidades 10 Sprs | pocs
sSnfs Sfhl
Arp7, Arp9

Rscl or Rsc2,
Subunidades no | Swp82, Tafl4,| Rsc35, 7,9, 10,
cataliticasunicas Snf6, Snfll 30, Htl1, Ldb7,
Rtt102

loc3 loc2, loc4d Iltc2
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1.3- Proteinas HMG.

Descubiertas haceinos 40 afios por Goodwin y colaboradores, primero fueron
caracterizadas como un nuevo grupo de proteinas asociadas a cromatina, existadasncia
de 350 mM de NacCl, con un alto contenido de aminoacidos acidos y basicos (~55 %). Debido ¢
su migracion electrofética éstas fueron denominadas como High Mobility Group (HMG), ya
gue migraban mas rapido que las proteinas aisladas a dicha concentracion salina en un gel
triton-urea en condiciones acidas (pH ~2,4) (Goodwin and Johns, 1973; Goodwin et al., 1973).

Son proteinas que tienen una masa moleamaxima de 30 KDa. Después de las
histonas, las proteinas HMG son las mas abundantes de las proteinas nucleares y estar
cumpliendo un rol importante en la remodelacion, ensgenb&ala cromatina y la regulacio
transcripcional de los genes. Sus efectos se relacionan a sus acciones de distorsion, flexion
modificacion de la estructura del ADN (Bustin and Reeves, 1996; Bianchi and Beltrame, 2000;
Agresti and Bianchi, 2003).

De estas proteinas se han descri¢ée familias diferentes segin su dominio de unién al
ADN. La primera es la familia HMGAuyos miembrogosea tres dominios denominados
ganchos AT (AT Hook), por medio de los cuales se pueden unir a la curvatura menor del ADN
rico en nucleétidos AT (Reeves al., 1990). La segunda es la familia HMGN que presenta un
dominio de union a ADN nucleosomajue confiere la capacidad de unirs&@N del core
nucleosomal (Birger et al., 2001). La tercera es la familia HM@®&rada por proteinague
tienen en su seuencia una o dos cajas HMG (HMGxbA y B), la cual confiereunion a la
curvatura menor del ADN sin una especificidad de secuencia y genera una flexién en la hebr

de ADN (Weir et al., 1993). Ademaalgunosmiembros de las tres familias HMG posema
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region rica en aminoacidos basicos y acidos, la cual podria interaccionar con las histonas y ¢
ADN del nucleosoma neutralizando las cargas, los aminoacidos con carga negativa a la
histonas y los con carga positiva a la hebra de ADN (Bustin, 2001; Tra0e&, Zhang and
Wang, 2008). En el contexto @sta tesiprofundizaemosen la familia HMGB ya que, como

se menciono previamente, en estudios anteriores proteinas de esta familia han sido relacionac
con la accioén de complejos remodeladores de crom@dipa@ndientes de ATP.

Las proteinas de la familia HMGB son apenas 10 veces menos abundantes que la
histonas, existiendo entre 1§ 10° moléculas por célula en eucariontes superiokso
equivale aproximadamente a 1 molécula cada 10 nucleosomas; adtamégresentes en todos
los eucariontes (Muller et al., 2001; Travers, 2003). Estas proteinas cumplen diferentes role
dentro de la célula. Es asi como podrian ser importantes en la mantencién de la heterocromatir
ya que en un ensayo de doble hibrideseontr6 que HMGB?2, integrante de la familia HMGB
humana, interacciona con SP100 y ésta a su vez lo hace con HP1 (heterochromatin protein
(Lehming et al., 1998). También se ha observadoajuel proceso de apoptosiSMGB1
humana puede unirse al ADN dorma irreversible, disminuyendo su movilid&stose puede
deber a que en apoptosis la cromatina se condensa y las histonas sufren una pérdida general
acetilacion modificacion en general asociada a cromatina menos com{&ua#idi et al.,
2002).0tra funcién importante es la que vincula a HMGB1 humana con la reparacién de ADN
directamente, visto en células expuestas a radiacién UV, las cuales al no expresaoy®nock
esta proteina mostraban una disminucion en su viabilidad y una mayor taseciénmiLange
et al., 2008). Ademas, cabe destacar que algunas de las proteinas HMGB son capaces
interaccionar con algunos factores de transcripcién y aumentar su afinidad de unién a ADN

(Bianchi and Beltrame, 2000) nEeste contexto,nére las funciong encontradas para proteinas
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HMGB, destaca su participacion en expresion géeritaespecto, se observé que al generarse
ratones knoclout para HMGB1,ests morian luego del nacimiento por una hipoglicemia,
producto del defecto en el realce transcripdiale receptor de glucocorticoides (Calogero et

al., 1999). También se ha observado que en levaduras que sorokimgzea unas proteinas
HMGB denominadas Nhp6 (Non Histone Protein codificadas en dos genes redundantes NHP6;
y NHP6B, Kolodrubetz et al., 88), se generda disminucion de la expresion del gen HO (Yu

et al., 2000), asi como del gen CHAlaamdiciones especificdMoreira & Holmberg, 2000y
ademasse produce una sensibilidad térmica para crecer (Costigan et al., 1994). En levaduras
ademas de las proteinas Nhp6, existe una proteina ortéloga de HMGB1 humana denominac
Hmol (High MObility), a la cual también se le ha atribuido participacion en la m@matela
integridad de la cromatina, ya que estaria involucrada en el crecimiento y mantencion de
plasmidos exdgenos en levaduras, asi como en la proteccion de la cromatina a digestiones ¢

nucleasa, todo observado en levaduras kiootlpara esta prote (Lu et al., 1996).
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1.4.- Proteinas HMGB y remodelacion de cromatina dependiente de ATP

Existen estudios en los que se descubevinculo entrealgunas proteinas HMGR los
complejos remodeladores, las cuastariarafectando la actividhdeestoscomplejos.En este
mismo contextpy como se mencioné anteriormentdMGB1 ha sido vinculada con la
capacidad de modular el desplazamiento nucleosomal generado por algunos integrantes de
familia de complejos remodeladores de cromatina depetedi de ATP del tipo ISWI, como
son ACF, CHRAC y ISWI humano (Bonaldi et al., 20023tose podria genergroducto de
gue loscomplejos remodeladores inicialmente generan un loop de du2N\se propagsobre el
nucleosomglooping) para producir la remodelacidPor otra parte, laproteinas HMGBal
unirseal ADN generan una torsion diste la cual podria facilitar la formacién del loop y asi
modular la actividad de los complejos remodelador@onaldi et al., 2002).0Otros
investigadores encontraron que un triple krogken levaduras de estas dos proteinasNhp
Swi2 (subunidad de SWBNF) es letal (Biswas et al., 2004).

A pesar de que es sabido que las proteinas HM@&M®cipanen la regulacion de la
expresion de detminados genes, se desconoce el efecto que estas proteinas puedan tener sokt
la participacion en regulacion transcripcional que posee el complejoSSWI/Ademas, los
estudiosin vitro realizados hasta ahodemuestrarcomo HMGB1 humana afecta unién y
actividad desliding de SWISNF de levadura, sin profundizar en los distintos efectos en la
actividad remodeladora que posee SSMIF (Ugrinova et al., 2009Particularmente, no existe
informacion respecto a qué efectos puedan tener estagnpsosmbre la accion remodeladora
conjunta que poseen factores de transcripcion y los complejos remodeladores a los que reclute

El presente proyectmivo por objeto abordar estas interrogantes.
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En levadura, el modelo de estuditlizado en esta tesigxisten 7 proteinas del tipo
HMGB, de las cuale8 sonnetamentenuclearegKasahara et al,®7) En este proyecto nos
centraremos y trabajaremos con 4 proteinas HMGB: HMGB1 humana (Wen et al., 1989) &
modo de control y tres HMGB de levadura de localizacion nuclear, Hmol (ortélogo de
HMGB1) (Lu et al., 1996) y las dos proteinas Nhp6 (A y B3 goseen una sola caja HMG y

no tienen cola basica acida (Kolodrubetz et al., 1988u(a4).

Considerando los antecedentes expuestos y debido a la importancia que tiene un
correcta remodelacion de cromatina en procesos como la transcripcion del ADN, esteque
trabajo de tesis propuso estudainfluenciao el efectaque pueden tener las pristas del tipo
HMGB (High Mobility Group) en la remodelacién de nucleosomas producida por complejos

remodeladores de cromatina dependientes de ATP.

28



Funcién de las proteinas HMGB sobre la Tesis Doctoral poMatias Hepp Castro
actividad de los complejos remodeladores

yNHP6A

YNHP6B | caahmes 90 aa. (14 KDa)

Basica| | Acida | 215 aa. (25 KDa)

93 aa. (14 KDa)

hHMGB1 [ Caja HMG A

yHMO1 [ Caja HMG A _ Acida Basica 246 aa.(27 KDa)

Figura 4: Representacion esquematica dalgunas proteinas HMGB. Se muestran las
proteinas en orden segun su namero de residuos (aminoé&cidos), yNhp6A (14 KDa), yNhp6B
(14 kDa), hHMGBL1 (25 KDa) y yHmol (27 KDa). Se detalla en amarillo la caja HMG A, rojo

la caja HMG B, celeste la region basica y en naranjo la cola @sdiptado delu et al.,

1996).
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15.- HIPOTESIS

Basado elto expuesto anteriormenseplantea la siguiente hipétesis de trabajo:

AProte2nas del tipo HMGB de | evadura pued
remodelacion nucleosomal catalizada pogl complejo remodelador de cromatina

SWI/SNFde | evadur ao.
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16.- OBJETIVO GENERAL

Determinar si proteinas HMGB de levadymaeden estimular y modular la actividad

remodeladorae nucleosomas dependied=ATP,

1.6.1- Objetivos Especificos

1- Analizar la estimulacion de la actividad remodeladora de complejos dependientes
de ATP del tipo ISWI y SWI/SNF de levadura dada porproteinas HMGB. La consecucion
de este objetivo involucra primeramemtgtener las secuencias codificantes pasaproteinas
HMGB de levaduraen estudip para asi clonarlas junta un epitopey poder realizar la
purificacion. Tambiérincluye reconstitucioes de mononucleosomaslizando secuencias de
ADN posicionadoras de nucleomas marcadas radioactivamermt®) el afan de utilizar estos
probadores paranalizar la union de las HMGB al ADN vy el efectoéas sobre la actividad

de los complejos remodeladores de cromatina dependientes de ATP.

2- Estudiar los mecanismos involucrados en la estimulacion de remodelacion
nucleosomal dada por proteinas HMGB de levadurala realizacion de este objetivo
contemplaa obtencion dequimerasy mutantede las proteinas HMGB de levad@maestudio y
su purificacion, para posteriormente analizaunion de las quimerasmutantede las HMGB
al ADN y nucleosomas, ademas de estudiar su efecboe la actividad de los cofejps

remodeladores de cromatina dependientes de Afduye ademas la comparacion te
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variacion que pueda existir entre las proteinas HMGB silvestres, quimeratagtesobre la
unién de los complejos remodeladores de cromatina dependientes de AABPNalo
mononucleosomagn adicion akstudio decomo podria ser afectada la hidrdlisis de ATP por

parte de los complejos remodeladores en presencia de las diferentes proteinas HMGB.

3- Analizar la influencia de las proteinas HMGB sobre la remodelacion de anmatina

in vivo. Este objetivo contempla el analisis de la presencia ftec&8WISNFy las proteinas
HMGB entoda la extension dglenomaa través denmunoprecipitacion de cromatina (ChiP)
acoplado ala deteccion enmicroarregle de genoma completo desvladura, centrando
posteriormente el estudio en regiones promotoras de genes especificos, en los cuales
regulacion es dependiente de S8WFy dondela ocupancia esté relacionada con las proteinas
HMGB. Involucra también la determinacion deflecto queposeenlas proteinas HMGB de
levadurasobre el posicionamiento de nucleosomas en promotores de genes especificos pc

digestidon con nucleasa micrococcal.
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2- MATERIALES Y METODOS

2.1- Analisis in silico de las regiones codificantes.

Para llevar a cabo estos analisis se utilizaron bases de datos dispamibkesnet y de
acceso libreuno para analizar los genomas de las especies estudidifamembl Genome
Browse ¢ d&isponible en http://www.ensembl.org/index.html EI otro fue utilizado
especificamente para analizar el genoma de levadura (Saccharomyces cerevisiae
0 Saccharomyces Genome Dataliggisponible erhttp://www.yeastgenome.orgAdemas se
utilizé la base de datos défeéenBank ,@on el fin de encontrar la secuenconsenso de la caja

HMG. Los alineamientos de proteinas se realizaron con el se6/d@ostal\b .6

2.2- Medios y cepas de levadura.

Se cultivaron las diferentes cepas de levadufAsexo 1) en placa con medio kdo
(agar) apropiado, se dejaron entre 2 y 3 @iad30°C hasta obtener una colonia de tamafo
apropiado, luego una colonia aislada se inbduoicialmente en 5 ml de medidglido
apropiado para cada cepa de levadura utilizada, se crecieron-pérhb2asa 30 °C.El paso
posterior de los cultivos varia dependiendo de los procedimientos o ensayosdeseriben
més adelante.

Luegq dependiendo del ensayo se inocularon 25@anhChIP (Costigan et al., 1994
Dolinski & Heitman, 1999)25 ml para el emyo de MNasg 20 mltransferidodespués 6 L
para purificacion de proteinas (libreria Stowers Institute, Dr Workman) de medio apropiado

para cada cepa en una dilucion 1/Z00/100 del stock originakstose cultivd a 30°C hasta
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obtener un OQw nmente 1,0 y 1,5Cada cepa utilizada paehensayo de ChIP el ensayo de

MNasa fue analizada por PCR con oligonucleétidos especificos (Ahexo

2.3- Aislamiento defragmentos de ADN desde geles de agarosa

El ADN se fraccion6 en geles de agarosa (LONZA) de 0.8 a 2 % p/v en buffer TAE 1X 0
TBE 0.5X,contenienddoromuro de etidio 0,5 ug/mlingalizandose la electroforesisl-5 V/cm.
Los fragmentos se visualizaron bajo luz ultravioleta de baja intensidadog@lde agarosa que
contenia el fragmento de ADN de interés se cort6é con bisturi estéril. EIl ADN se extrajo desde I

agarosa mediante resina de afinidad de acuerdo a las instrucciones del fabricante (QIAEX Il

Qiagen).

2.4.- Aislamiento de ADNgend6micodesdelevaduras.

Se crecieron las levaduras en placas con medio &#iBo o medio YPD iquido. Luego
se procedidja sea desde medewlido a resuspender una colonia de aproximadamehnté @
desde medidiquido el pellet de levaduras deml de cultivo iquido (OD600 ~ 1), en 50 ul de
Buffer de digestion (Sorbitol 0.9 M, EDTA 0.1 M;mercaptoetanol 14 mM & Zymolasa 0.4
mg/ml), incubando por 30 min. a 30°C y posteriormesgtecentrifugdy el sobrenadanttue
desechado. Se agregaron 300 ul de esferaside de 0.45 0.6 um (Sigma G8772), 150 ul de
TE pH8 0.1X y 150 ul de fenol:cloroformo:alcohol isdhoo (25:24:1),agitando con vortex
por 1 min. a alta velocidad. Se sapat lisado de las esferas por centrifugaciéon a 14000 rpm
por 5 min en microfugatomando el sobrenadi® y finalmente éste se extrajba vez mas con
un volumen de cloroformo:alcohol isodito (24:1) y se guakiel sobrenadante €20°C. Se

utilizé 1 ul de esta preparacion en cada reaccion de PCR realizada con este stock
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2.5.- Preparacion deextractos totales delevaduras.

Los extractos se obtuvieron a partir de un cultivo de levadura de entre 5 y 10 ml con
absorbanciade 1.0. Inicialmente se procedi6 aentrifugarlas levaduras y dejagl pelleten
hielo. Luego se resuspendio @llpt en 1 ml de buffer de lavado (Tris pH2@ mM, EDTA1
mM, NaCl 100mM e inhibidores de proteasa (Sigma, P821&)X4rC) y se centrifugypor 1
min. a 12000 rpm, se congetl pellet en nitrégendduido o en-80°C, se d€j en hielo y se
agregaron 100 ul (aproximadamente entre 1 y 2 vol del pellet) de buffer WCE (Tris5H8.0
mM, EDTA 5 mM, NaCI500mM, glicerol5%, triton X1000.1%, DTT2 mM, PMSF 1 mM e
inhibidores de proteasa). Se agh vortex y se agregaron pertesvidrio (Glass beads, Sigma
G8772) dejando luegen hielo. Las muestras se agitaronodaead beatér (Disruptor Genie,
Scientific Industries) a 4°C, para romper las levadBayeces con intervalos de 20 seg.
encendido y 2 min. de descanso en hieBe centrifu@ el lisado a 4°C por 10 min. a 14000
rpm en microfuga, écuperando el sobrenadante y centrifugandolo de nuevo a 4°C por 20 min. a
14000 rpmen microfugaobteniendo finalmente entre 40 y 70 ul de extracto total. Los extractos
fueron cuantifiados mediante el ensayrotein Assa §Bio-Rad), segun indicacion del
fabricante comparando con una curva estandasedealbumina de bovino (New England

Biolabs).

2.6.- Obtencion de ADN plasmidial.
El método utilizado fue el de extracciplasmidial por lisis alcalina con SDS combinado
con purificacion en columna, para asi obtener ADN plasmidial de alta pureza. Esta se realiz0

partir de 5- 15 ml de medio de cultivo bacteriano (caldo-BBpicilina)de E. coli DH5a con
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los plasmias correpondientes, crecido entre 12 y 16 haad®7°C con agitacion. Luego dsto
se realizo la purificacion con el kit E.Z.N.A. Plasmid Miniprep (OMEGA-Be&k) siguiendo lo

descrito en el manual del kit.

2.7.- Transformacién de bacterias competentes.

Se utlizaron bacterias de cejia coli DH5U CaCh competentes, para obtencion de ADN
plasmidial yla cepaBL-21 DE3, Codon plus, para la expresion de proteinas recombinantes. Se
tomaron por separado 100 ul de bacterias y se agregaron entre 10 y 100 ng piagxbitlial
de interés, se mezcsuavemente y se incalpor 30 minutos en hielo. A continuacion la mezcla
se inculd por 90 segundos a 42°C para dejarlo postaegate 2 minutos en hielo. Sdiciord
200 ul de medio de cultivo (caldo LB) y se inéud 37°Cpor 45 minutos con agitacion
constante. Posteriormente se set0 ul dela mezcla en placas con medio de cultivo sélido
(agar LBampicilina 100 ug/ml o LBampicilina 100 ug/ml / cloranfenicol 27 ug/ml) y sedlej

entre 12 y 16 horas incubando en estu3a%c.

2.8- Clonamiento y subclonamiento.

Las enzimasitilizadas fueroradquiridasa New England BioLabs y las condiciones de
incubacién fueron las recomendadas por el fabricante.

El pladsmido destino (pQBlL) fue linealizado por digestion con distat
combinaciones de enzimas de restriccion. lpddsmidos linealizados de las diferentes
digestiones sebtuvieronpor electroforesis en gel de agarosa en buffer TAE 0.5X (cortando las

bandas correspondientes @asmidolineal). Los diferentes productoe dP’CR o0 insertos se
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generaon desde ADN gendmico dgaccharomyces cerevisipara las regiones codificantes de
las proteinas de levaduoaparte de estas regiones en el caso de las construcciones quiméricas
En el caso de la obtencion lderegion codificate de la proteinelMGB1 humana (hHMGB1),
la reaccion de PCR se realizé a partir de un plasmido comercial (Invitrogedgs Tes
reacciones ddPCR se realizaron mediante la utilizacion de una ADN polimerasa de alta
fidelidad (TaKaRa Ex TafNA polymeraseClontech).Luego el ADN se extrajatilizandoel
kit Qiaex Il gel extraction (Qiagen), siguiendo las instrucciones del fabricdmie
oligonucledtidos utilizados son especificos para cada gen (A)exo

Para realizar la construccion g&E81 NHP6A, pQEB1_NHP6B y pQEB1 HMGBI,
el producto de PCR (NHP6A, NHP6B y HMGB1) y el vector p&IE (Qiagen) fueron
digerides con las enzimas Sph | y KpnFara la construccion de p@E._HMOL, se utilizaron
las enzimas Sph | y Pst |. Las otras construcciones reatizszhunadelecionde HMO1, en
cuyo caso séeleciord la regién coditante para los residuos 21247 de esta proteina, que
corresponde a stola acideb 8§ s i ¢ a ( FR2ATD AderBat e realizarolosquimerasgque
consistieron en la fusién de la regiéodificante de la colacidabasicade HMO1 con la
secuencia codificantde NHP6A yNHP 6 B, por su extremo 360, r
codificantes pardlHP6A_HMOX»12247)Y NHP6B_HMO212247), respectivamente

Para todas las ligaciones se utilladl4 DNA ligasa (New England BioLabg)la razdn
molara utilizar entre el vector y el inserto fue 1:2.

El producto de ligacion se utilizo para transformar bact&ia®liDH5 U compet e
luego se verificda presencia de colonias recombinamesdiante lisis alcalina con SDS y
posterioranalisis de plasmidoson enzimas de restriccidiER). En estos casos, se utilizaron

diferentes ER para analizar las construcciones: -QENHPG6A (Styl), pQE81_NHP6B
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(Nspl), pQE81_HMO1 (Hincll), pQE81_HMGB1 (Ndel), pQE81_NHPEAHMOL12247)
(Sphl/Agel y Sphi/Pst), pQE81_NHP6BHMO1 212047 (Sphli/Agel y Sphl/Pst) y pQE

81 HMO1-242(3phl/Agely Sphl/Pst). Para el andlisis de los fragmentos liberados por
las diferentes enzimag sealizoelectroforesis e gel de agarosal 1% TBE 0,5X tefiido con
BrEt. El mismo procedimiento se utiliziara corroborar las ligaciones internas de las quimeras

y confirmar laausencia del extremo-t€rminal en la mutante.

2.9- Generacién de la scuencia para arregloswucleosomales

Se utilizé la secuencia posicionadora 601 (Lgwand Widom, 1998) provenienttel
plasmido pGEM3Z/601-Gal4 (Dr. Workman, Stowers Institute) sia secuencia posicionadora
fue obtenida mediante una doble digestion con Nspl y Notl gbf8ara completar cada parte
del arreglo séigaron segmentos d&0 pb como ADN conector (con secuencias de corte Unicas)
en ambos extremosedlas secuencias posicionadora&sida repeticion de lasecuencia
posicionadora @6 el ADN conectoresultd con una é&nsionde 208 pb aproximadamenyge
fueron subclonaos secuencialmente en el plasmido pGBHE] utilizando las enzimas EcoRIl y
Sacl para el 1°, Sacl y Xmal para el 2°, Xmal y BamHI para el 3°, BamHI y Pstl para el 4°, Pstl
y Hindlll para el 5°, para finalnmte obteneun arreglonucleosomaton 5 repeticiones (pGEM
37/601x5) Mediante la insercién de variantes de una repeticion adicemed la secuencia
posicionadora 3 y 4con las enzimas Nhel y Bgllse generaron tres arregloacleosomales
con 6 repationes de la secuencia posicionadora 601 (p&EK601x6) Los oligonucledtidos
utilizados son Unicos y especd& para cada repeticion (Anexq. Finalmente de sos

plasmidosse obtuvieon los fragmentos de ADN con las % depeticiones de la secuenéial
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por digestion con las enmas de restriccion EcoRI/HindllLos distintosfragmentos fueron

marcados y reconstituidos como se expiiges adelante en esta misma seccion

2.10- Purificacion de proteinas recombinantes con el epitope His.

Resumidamente una colonia de cepa B2l competente fue transformada con los
diferentes constructos plasmidiales generados por sepdradocolonias positivas fueron
crecidas en 5 ml de medio de cultivo -aBpicilina (100 mg/ml)con incubacion dé2 a 16
horas a 37°Cenagitacion constanta 250 rpm Luego 1 ml del cultivo se trasgiaa un matraz
con 100 ml de medio LBmpicilina (100 ug/ml) y se incdbpor entre 3- 4 horas auna
temperatura que varié entre 16°C y°G0 dependiendo de la proteina a puodf. Esta
incubacion se extendid hasta alcanmaa O entre 0.5 0.6 y luego se indujo con isopropil
b-D1-tiogalactopiranoésido (IPTG) a una concentracion final de 200 uM por 3 bonagjual
temperatura de crecimientoagitacion. Posteriormé el cultivo se centrifug6é a 40 g por 12
minutos a 4°C, y el pellet fue resuspendido en 20 ml de un buffer de lisis/faieafimidazol
20 mM, NaCl 300mM,NaH,PO, 50mM, DTT 5mM e inhibidores de proteasas), para luego lisar
por soni@cion (Misonix, SonicatoB000) con 6 pulsos de 15 seg. a 27 watts de potencia,
seguido de 20 seg. de descanso entre cada pusdre hielo ElI producto de la lisis fue
centrifugado &6000 g por 15 minutos a 4°C. Posteriormente el sobrenadante se&ioounlta
resina de afinidadNi-NTA (Qiagen)(1 ml de resina por 1 L de cultivo iniciad) 4°C por 30
minutos y seaplico la mezcla a una columna, dejando fluir el pasado de largo por gravedad.
Previamente la columna fue equilibraskecuencialmenteon 10 ml de agua y con 10 ml de
buffer de lisis/lavado.Terminado de fluir el pasado de largo se lgvdesinacon 10 ml de

buffer de lisis/lavado. Para eluir la proteina 6xHis se utilizaron 2 ml de buffer de elucion
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(Imidazol 80 7 200 mM, NaCl 300mM, NapPO, 50mM, DTT 1mM e inhibidoes de
proteasas), recolectandose difererftagsciones con la proteina recombinante. Las proteinas
fueron almacenadas-80°C ajustandta concentracion de gliceroll®% en cad&accion

Luego se procedid a realizar la cuantificacion de proteinas de cada eluato por SDS
PAGE vy tincion con azul dEoomassigutilizando una curva de BSA como patron. Ademas, se

realiz6 un analisis por Western blot de cada proteina recombinante producidacgdauri

2.11.- SDSPAGE y Western blot.

Las proteinas recombinantes o extractos totales se denaturaron con un volunfar de bu
de carga (Tri<Cl pH8 60 mM, b-mercaptoetanol%, SDS2%, azul de bromofend,01%,
glicerol 10%) y se calentaron a 95°C durante 5 minutos. Luego las muestras se cargaron en L
gel de poliacrilamida denaturante al 10,4125% (29:1, PAA/BIs) La electroforesis se lléwa
cabo a voltaje constante de 15@Wbuffer de corrida Tridase25 mM, gliagna 250 mM, SDS
0,1%plv.

Una vez finalizada la electroforesis, los gdleontefidos con azul dEoomassigara
verificar las purificaciones y cuantificar o fueron transferidos a una membrana RMDF (
Health Care) a un amperaje constante de 200 ariZoPor 2 horas. Posterior a la transferencia,
la membrana se blogoe&on una soluciorPBST (PBS 1X, Tween 20 0,05% v/v) mdsche
descremadal 3% p/v. Luego la membrana se indulton anticuerposspecificospara el
epitope His (Clontech), pas péptidoFlag (Sigma), para la proteiranfs (Upstate) o para el
epitope TAP tag(este Ultimo conjugado a peroxidasaigma) en solucion PBS/leche

descremadal 1 6 2%p/v y lavados con PBS$. Luego de lavadosa membrana se incubd con
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un segundo anticugo dirigido contra el primer anticuerpo y que tiene acoplado la enzima
peroxidasa deabanopicante (HRP) lavados con PBS. Finalmente, se realizd la deteccidn
con reactivos para quimioluminiscenciigrce ECL Western Blotting Substrateegun
indicadones del fabricantg la membrana se expoa un film radiografico (BIOMAX XAR
KODAK) a temperatura ambiente. Alternativamente se expugta@a quimioluminiscente
(Bio-Rad) escaneada luegen Phosphoimager Bigad, utilizando el Software Quantity One
(Bio-Rad) o analizado y cuantificagm elequipo de Imagen BioMolecular Typhqauilizando

el Software | MageQuant. (GE, TyphoonE FLA 9

2.12- Tincién con plata.

Paraestose realizaron dos métodos diferentes, modificados de los originales.

El primer método utilizado fue tomado y modifica@lgartir de dos trabajo8Ium et
al., 1987y Shevchenko et al1996). El gel del SD®AGE se fijopor 30 min. o toda la noche
en metanob0%, acido acético 10%n agua utha pura (nano pure). Se degdda solucion de
fijacion y se incub@on metanol 30%or 30 min.Luego se procedi6 a lavar el gel 3 veces por
5 min. con agua ultra pura. Se senstdilel gel con solucién acuoda tiosulfato de sodio 0.2
g/L (preparada fresca), por 90 seg., despeda\® el gel 3 veces por 30 seg. con agua ultra
pura. Se incub con solucién de nitrato de plata a 2 g/L por 25 min. y sé Paveces con
abundante (2 L) agua ultra pura por 30 seg. Después se procedid a revelar el gel mediante
incubacién deéste en na solucién de revelad@arbonato de sodi60 g/L, la solucién de
tiosulfato de sodio 20 ml/L y formaldito 0.02%) hasta lograr el revelado que se quiere. Se

detuvoel revelado descartando la solucion de revelado y seégobgrion 6% acido acético
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por 10 min. Enseguida se léel gel con agua ultra pura en rotacién por 15 min. con 4 cambios
de agua y se guaa! gel.

El segundo método ilizado fue modificado de Wiese/Wilson LalkEl gel de
poliacrilamida del SDFAGE se fip por 1 hora en solucion deetanol 50%acido acético
10% (todas las daciones son preparadas en agliea purd. Se descaftla solucion de fijacion
y se trab con metanol 50% por 1 honarocediendo luega lavar el gel 4 veces por 10 min. con
agua ultra puralPosteriormenteestrato el gel con solucién de plata (Nad-8% p/v, NHOH
0.2 Ny AgNQ 8 g/L) por 15 min., y después sedeal gel a lo menos 5 veces por 5 min. con
agua ultra pura. Después se procedié a revelar el gel mediante la incubaégie ee una
solucién derevelado (Acido citrico 0.005% p/v y formaldegh 0.02%) hasta lograr el revelado
que se quiere. Se descald solucion de revelado e inmediatamente se agrgga ultra pura,
tratando luegel gel con metanol 50% por 1 hora. Enseguida se §udrgel enacido acético

1%.

2.13- Extraccion organica y precipitacion de ADN.

Para la extraccion organicg utiliz inicialmente 1 volumen de fenol y 1 vahen de
cloroformo:alcohol isoarfi€o (24:1),agitandocon vortex y luegaentrifugando a 10000gpor
10 min. Luego se obto la fase acuosa y se vuelve a extraer con ldeotloroformo:alohol
isoamlico (24:1), con agitaciéon y centrifugacidigual que el paso anterjoobteniendo
nuevamente la fase acuosa. Posteriormente se @wéobn la precigiacion dé ADN agregando
1/10 volumen de Acetato de Sodio 3 M pH 5,2 y 2,5 a 3 volumenes de Etanol abénllia
precipitacion de oligonucleétidos se hizo agregando 1/10 volumen de acetato de sodio 3 M pt

7,0 y 3 volumenes de Etanol absolutio2@°C. la mezcla se mantuvo por 2 horas28 °C o 30
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minutos ai 80°Cy luego se centrifugd a6000y durante 15 minutos a 4°@liminando el
sobrenadanteEl precipitado se lav2 veces con etanol 70%io con centrifugaciones de
16000g durante 15 minutos a 4°@esechando el sobrenadante cada. Wmalmente, se
centrifugd a 16000g durante 30 segundos a temperatura ambiente para eliminar trazas de etanc
y el precipitado se sécdejando el tubo destapado sobre el mesén porl® min.y se

resuspendio en un volumadecuado de buffer TE (pH 8,0) o agua.

214-Marcaje de oligonucl e-ti d3®B}AW. arregl o nu
Los oligonucledtidoaitilizadosen la generacion de lalferentes probadoresle ADN
para sereconstituidos como nucleosomses detallan en el anexo 8, pr@vientese marcaron
20 6 25pmoles deoligonucledtido sentiden suextremo 5; con el uso dd4 polinucleétido
quinasa (New England Biolabshés el buffer de la enzima&n presencia d20 6 25pmoles de
[0-32P}ATP (Stock 3,3 MM (3.000 Ci/mmol, 10 mCi/ml, NEN LIFE SCIENGE en un
volumen final de 50 ullo cual se incubd por 30 min a 37°iego dedrminada la reaccion se
adicion6 EDTA pH 8.0 a una concentracién finaD mM, para detenerla. Los nucleotidos
radiactivos no incorporados se eliminaron por cromatografia de exclusion en columnas Spit
Sephadex &5 (BOEHRINGER MANNHEIM). Parda obtencion y marcajeetl fragmento
utilizado en la reconstitucion datreglo nucleosonhael vector generado como se indica en la
seccion 2.10 se digiri6 con EcoRrocediendo inmediatamentedesf o s f or i | ar el
con fosfatasa antartic@New England Biolabs)Juego se mararon 7 pmoles del vector
linearizadoen el extremo 5” libreed ADN, con el uso der4 polinucleétido quinasa (New
England Biolabs)mas el buffer de la enziman presencia dé pmoles ddo-32P}ATP (Stock

3,3nM (3.000 Ci/mmol, 10 mCi/ml, NEN LIFE SCIENQGE en un volumen final de 50,ubb
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cual se incubd por 30ima 37°C Luego de érminada la reaccion se adicioBOTA pH 8.0 a
una concentracion fin@0 mM, para detenerld.uego se precipit el ADN con etanol absoluto

y acetato de sodio 3M pH.2 toda la noche a&0°C. El precipitado se resuspendidé en un
volumen apropado para posteriormentedigerir con la enzima Hindllllo que libera el
fragmento a utilizarpara reconstitucion del arreglo nucleosomal. Después se puesied
fragmentode ADN por electroforesis en geé dagarosa y purificacion cdit de extraccion
QIAEX II, segun las instrucciones del fabricarftanto losoligonucledtide marcados asiomo

los fragmentos para generar arreglos nucleosomsderecipitaron con etanol absoluto y
acetato de sodio 3M pbl2 toda la noche e20°C, para resuspender el oligonucleétido y arreglo

nucleosomal en 20 ul de,@ desionizada o Tri€l 10 mMpH8.0, respectivamente.

2.15- Sondas 601 parda reconstitucion nucleosomal.

Fragmentos del47 y 216 pb se generaron por PCRtlizando oligonucleotidos
especificogparaamplificarla secuencia posicionadora de nucleosomaosbien esta secuencia
ademas de una porcién adiciom ADN, respectivamente (Anexq, & partirdel plasmido
pGEM-32/601-Gal4 (Gutierrez et al, 2007).0s oligonucledtidos fueron disefiados para generar
en un casda secuencia posicionadora completa de 147 @b gtrola secuencia posicionadora
| ocali zada hacia el 5 0 16 gkeEn anmbos fcas@s gsenreancerios d e
ol i gonucl e - 2B2APHADR comdsaletallanen [a seccion 2.1&stos fragmentos se

utilizaron posteriormente para realizar la reconstitucion nucleosomal.
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2.16- Aislamiento y purificacion de oligonucleosomas cortos (SON) y largos (LON).

Se purificaron a partir de nucleos de células H8Ba(National Cell Culture Center,
Stowers Institutejtilizando unprotocolo modificado dedescrito por OwetHughes (Owen
Hughes et al, 1999). Secieron inicialmente 24 litros de estas células en sggpeluegose
centrifugaron a 2500 g por 10 min. a 43Cse guardaron los pellets (12 ml cada uno,
aproximadamenteg -80°C. Posteriormenteesdescongelaron en hielo (~4 horgse agregé.
volumen(respectadel pelle} de Low Salt buffer (LSB) (HEPEBH7.9 20mM, glicerol 25%,
MgCI2 1.5mM, KCI 0.02M, EDTA 0.2mM, PMSF 0.2mM & DTT 0.5mM), mezclado
suavementeDespués se agreg mismo volumen de buffer pero aharan High Salt buffer
(HSB) HEPESpH 7.920mM, glicerol25% MgCl, 1.5mM, KCI 1.2M, EDTA 0.2mM, PMSF
0.2mM & DTT 0.5mM) y se mezcb suavemente por 30 min. a 4°Quego se centrifugel
lisado a 20000g por 30 min. a 4°C, obteniendo en el sobrenadante extracto nuclegrellen el
la cromatina. Se continué trabajanddoséon la cromatina, laual se resuspendié en 60 ml de
Medium Salt buffer (MSB)HEPESpH 7.520mM, NaCl0.4M, EDTA 1mM, glicerol5% (v/v),
b-mercaptoethanolmM, pepstatin A1luM y leupeptinluM) con la ayuda de una varilla de
vidrio. Se homogenizla cromatina con un douncer f\aton) utilizando el vastagte menor
diametro (vastago suave) realizando unos pocos golpes en hige. @ntrifugd luego el
homogenizado a 20000 g por 20 min. a 4°C, repitiendo la homogenizacion por o menos €
veces. Luego el pellet fue resuspendida3@mml de MSB nas 0.2% NP40, para lavarlpesta
etapase repitid 4 veces, de las cuales las 2 ultiprasedierorsin NR40, con centrifugacones
de 20000 g por 5 min. a 4°C. Se procedi6 luego a resuspender el pellét&n@iumenesie
HSB, homogenizado con aproximadamente 50 golpes awunceusando el vastagsuave

centrifugando posteriormeni@ cromatina a 2000 g por 20 min a 4°C. Se albto dos fases con

45



Funcién de las proteinas HMGB sobre la Tesis Doctoral poMatias Hepp Castro
actividad de los complejos remodeladores

cromatina, una densa (pellet ~20ml) y otra mas laxa (sobrenadante ~36ml). La fase laxa s
sonicé en hielo usando microtipon pulsos de 15 segncendidoy 20 seg.apagado(50%
potencia) por 1 min. 45 seg. total usando el ajag®ranson sonifier model 450a@ mejorar

la solbilidad de é&ta. En este punto se anélia presencia de oligonudsomas largos (LON)

por digestion con proteinasa K, extraccion organioalegtroforesis ergel de agarosa para
confirmar el tanafio del ADN (~4 Kb). Se realizéxactamente lo mismo con el pellet o
cromatina densa. Postemieente se procedio a dializaraomatina sonicada ctma4 L de LSB

toda la nocheyisandomembrana tubular de 424000 MWCOcerrandola sin dejarla muy tensa

y quedando luego de la didlisia volumen aproximado de 35 ml de consistencia mucosa blanca
dificil de pipetea. Previo a la sigante etapa se procedié a equilibtarcolumna CL6B
sefarosa (Sigma)lnicialmente se pasé por la columna 3 volimenes ¢@ Hesionizada
(columna 70 cnx 1.6 cm).Despuégor la columna se pas6 400 ml @éM HB buffer (NaCl

0.6 M, HEPES pH 7.20mM, EDTA 1mM, glicerol 10% 2-bMercaptoeanol 1mM, PMSF
0.5mM, aprotinin5 ug/ml leupeptin2 ug/mly pepstatin A2ug/m) a 0.2 ml/min, toda la noeh

A continuacién se estandarizé digestion con nucleasa micrococcal (MNasa) (Worthington
MNase) a pequefia escéld m) para tener la razén tiempo/unidades de nucleasa a utilizar para
digerir toda la muestrdializada. & utilizaron las siguientes unidades de enzima: 0, 223,

500, 1000, 2000 y 4000 muiodas las digestiones se realizaron a T° ambiente por 10 min.
Posteriormente se realizigestion con proteinasa K, una extraccion organietegtroforesis
engel de agarosa al 1.2% para confirmar el tamafo del A&MNafio medi@ptimo ~400pb).

Al total de la muestra se le adicionaron 0.03 volumenes de,Gd® (~1.05 ml), calentando

la muestra a 37°C por 5 min. para solubilaanejor Una vez solubilizada se téaton MNasa,

con las unidades de enzima y el tiempo adecuados. Seodetueaccion aggando 0.1
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volimenes de EGTA.5M (~3.65 ml) y deandoen hielo Después se agreddaCl 2M para
obtener una concentracion final de de N&®M (~12.5 ml),centrifugandca 20000 g por 15
min. a 4°C para limpiar el sobrenadante (~50 ml) y cargarlo en lanoal ya equilitada.
Usando una bomba, se cargdla la cromatina digerida en un Super loopyectando 5.05 ml
de lamuestraen la columna acoplada a un equipo FPLC AKTA (GE lifescience), a un flujo de
0.2 ml/min. y una presion de 0.MPa. Se colectaro80 fracciones d€ ml luego de pasados
~12 ml. EI ADN de las fracciones se analiz6 por electroforesigledle agarosa, para confirmar
el tamafio de los fragmentos de ADSION o LON)y por gel de acrilamida denaturante (SDS
PAGE), para confirmar la compaegin de histonsde la cromatinalodas &s fraccionegueron
guardaasa -80°C, algunasde las fracciones éptimdseran altamente concentradas (Amicon
Ultra-4 100K MWCO, Millipore) y luego el ADN se cuantificpor absorbancia a 260 nm,

dejandolas guardadas&0°C.

2.17.- Reconstitucion nucleosomal.

Las reconstituciones fueron realizadas por el método de transferencia de octameros d
histonas (Utley et al, 1996FEn las reconstitucionesstandar, se mezcll pmd de ADN
marcado radioactivamente, ya sea de 216 y 147 pb, con 3 ug de oligonucleoscioss
(SON), en un volumen de 25 ul y a una concentracién de NaCl 1 M. Se hicieron diluciones
seriadas para lograr concentraciones de NaCl 0.8, 0.6, 0.4, 0.2 M umd#fetode dilucion
(Tris-Cl pH7.410 mM, EDTA 1 mM, PMSF 0.5 myMDTT 5 mM). La dilucion finalde NacCl
0.1 M se hizo con buffer de dilucion final'js-Cl pH7.4 10 mM, EDTA 1 mMPMSF 0.5 mM,

DTT 5 mM, NR40 0.2%, Glicerol 20%, BSA 200 ug/ml)ldgandose an volumen final de 250

ul.
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Pam la reconstitucion darreglo nucleosomal, 0.1 pmol del producto de digestion de
1246 pb mecado radioactivamente se mezctin 1.8 ug de oligonucleosomnsacortos (SONgn

un volumen inicial de 12.5 ullfegandose en estaso aun volumen final de 125 ul.

2.18- Purificacion de complejos remodeladores de cromatina dependientes de ATP.

Los diferentes complejos remodeladores que se utilizaron en esta tesis son de levadura
para obtenerloserealizaon purificaciones por afinidad en tAndem (TAP) (Rigaut et al., 1999),
o por purificacion con el epitopdag[las diferentes cepdserondonadas por el Dr. Workman
(libreria Stowers Institutg) El cultivo previo de las cepas se realizd segun lo indicada en

seccion 2.2.

2.181 - Purificacion en tdndem.

A grandes rasgos para la purificacion por afinidad en tandeoojtssron inicialmente
20 ml de cultivo de la cepa a utilizar para purificar, la que después se tranéficide medio
apropiado para la cepa de levadura exjaresa la subunidé&hf del complejo remodelador de
cromatina dependiente de ABRI/SNF con el tagTAP [Dominio de unién a IgG derot A y
péptido de unién a calmodulina (CBP)uego el cultivo se cerifugd a 8000g a 4°C por 15
min., se lavo el pelley seresuspendi con buffer de extraccioHepesKOH, pH7.5 40 mM,
glicerol 10%, NaCI350 mM, Tweer20 0.1%, pepstatilh 1 pug/ml, leupeptin2 pg/ml, PMSFL
mM). Se @reg perlas de vidrio de 45600 um §igma) y se rompieron las levadues un
bead beater con una cdmara de policartmoriBiospec, bead beater) a 4°Bara esto se
realizaron 17 golpes con intervalos de 30 seg. encendido y 90 seg. de descanso en camara fi

Después se agregd dal 100 Uy heparina 10 ug/ml y se inc@ila T° ambiente por 10 min.
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Luego se centrifugga 10000g a 4°C por 15 mynse recuperl sobrenadanteara luego
realizar ultracentrifugaciopor 2 horas a 100000 g aCl°Se preaclarél extracto de levadura,
mezclandasste con resina GBB sefarsa (500 ul/100 mg de extracto), incubapdo 2 horas a
4°C con agacion en rotor vertical. El extracto preaclarado se mezxnidresina IgG Sepharose
6 Fast Flow (GE Healthcarejncuband toda la noche a 4°C con agitacidDegués se
transfirio la suspension a una columna ylsg fluir por gravedad. Luegge law la resina con
buffer TEV [Tris pH8 10 mM, NaCl150 mM, NP-40 0.1%, EDTA 0.5 mM, glicerol10%,
PMSF 1mM, leupeptin2 pg/ml, pepstatin A1 pg/ml, ©OTT 1mM no para lodavados), se
resuspendio la resina en 1 vol. de buffer TfESE volvio a colocar en un tubo para incubarla y
generar el clivaje con la proteasa TBY U (Promega) por toda la noche a 4°C con agitacion.
Posteriormente se traspassta suspensiéa columnagara dejar fluir el eluato por gravedad.
La resinaen la columnase law con buffer de uniémle calmodulina(Tris pH8 10 mM, MgAc
1mM, imidazollmM, CaC} 2mM, NR400.1%,glicerol 10% PMSF1mM, leupeptir2 pg/ml,
pepstatin A1 pg/ml, DTT 0.5 mM), combinando este lavado con el eluato ya obterido.
eluato total se agreg@aCh 1 M. Luego se mezclél eluato con la resina Calmodulin Seuise
(GE Healthcare) y se inculiéda la noche a 4°C con agitacion, para posteriormente proceder
con los lavadoson buffer de unién calmodulirires veces con buffer conteniendo NaCl 0.3M
y dos veces con buffer conteniendo NaCl 0.)15Miegose transfirid la resina a un tubo de 1,5
ml y seeluyo5 veces corl vol. debuffer de eluciorde calmodulina Tris pH8 10 mM, NacCl
0.15 M, MgAc 1mM, imidazol1mM, EGTA 2mM, NP-40 0.1%, glicerol10%, PMSF1mM,
leupeptin2 pg/ml, pepstatin AL ug/ml, DTT 0.5 mM) por 5 min.cada vez y con agitacion.
Despuéserealizaronotras 5 elu@nescon buffer de elucion calmodulina (Na@BM). Todas

las centrifugaciones con la resina Calmodusieaealizarora 3000g por 1 miny cada fraccion
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obtenida fue guardada -80°C. Finalmente las eluciones fueron analizadas por un gel de

poliacrilamida denaturante tefiido con plata.

2.182 - Purificacion con el epitope-lag.

Para la purificacion por afinidad al epitopkg se cultivaron inicialmente 20 ml de
cultivo de la cepa a utilizar para purificar, la que después se transiridde mediocon una
cepa de levadura quexpresa la protein&nf2, subunidaddel complejo remodelador de
cromatina dependiente de ATRWI/SNF, fusionada al epitopElag Luego se centrifugd a
8000g a 4°C por 15 miry. el pellet sdavo con PBS 1X rés PMSF 1 mM y benzonags U.
Se resuspendi el pellet en buffer H350 lepesKOH pH7.6 25 mM, glicerol 10%, KCI 350
mM, EDTA 1 mM, MgCh 2 mM, NR40 0.02%, DTT1 mM, pepstatirA 1 pg/ml, leupeptin 2
pg/mly PMSF1 mM) y se agregaron perlas de vidrio de 4810 um (Sigma)rompienddas
levaduraen unbead beater con una cdmara de policartoofigiospec, bead beater) a 4Rara
estose realizaron 12 golpes con intervalos de 30 seg. encendido y 90 seg. de descanso
camara friaDespués se agrédenzonas&5 Uy heparinaa una concentracion final dé 1
ug/ml, incuband@ T° ambientgor 15 min. Luego se centrifugd20000g a 4°C por 15 min.
se recupér el sobrenadantel que secentrifugd luegopor 2 horas a 100000 g a 4°C. Se &ust
la concentracién de proteina total con buffer H350 a 10 mg/mixtEdoto de levadura se
mezcb con resina de afinidad agarosa dfitgM2 (Sigma A2220) y se incubg@or 2-4 horas a
4°C con agitaciénDespués se centrifaga 1000 g por 5 min. y se descari& sobrenadante
dejando solo la resina. Se uspendiod la resing se traspasta suspension a un tubo de 15 ml,
procediendaa realizar 10 lavados con buffer H350 de 5 min cada uno y un lavado final con

buffer HL00(HepesKOH pH7.6 25 mM, glicerol 10%, KCI 100 mM, EDTA1 mM, MgCh 2
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mM, NP-400.02%, DTT1 mM, pepstatirA 1 pg/ml, leupeptin 2 ug/mly PMSE mM), tras el
gue sedejo un pequefio volumen para transferir la resina a un tubo de 1.5 ml para realizar la
eluciones conl vol. detriple péptidoFlag (Sigma F4799) 250 ug/mlen buffer H100 Se
procedod a incubar por 45 min. en roteerticala 4°G centrifugando luega 1000g por 5 min a
4°C. El procesacse repitiocinco veces, incubando ladtimas tressdlo 30 min.y cada fraccion
obtenida fue guardada-80°C. Finalmente ladgracciones eluidatueron analizadas por un gel
de poliacrilamida denaturante tefiido con plata.

Algunasfraccionesde los complejogbtenidos por ambas técnicas fuermncentradas
utilizando Amicon Ultra4 (100K MWCO, Millipore), y luegocuantificadas por SDSPAGE

tefiido con plata y confirmado por western blot.

2.19.- Ensayos de union para Gal/P16 y las HMGB a ADN ynucleosomas.

Se realizarommezclandor.9 m de buffer de remodelacion (HEPE#17.9 10 mM, KCI
70 mM, PMSF 0,5 mM, DTT 2 mM, NBO 0.3®%, Glicerol 10 %, BSA 100 ug/mL, Mg£9,5
mM), 0,5m de HisHMGB (de concentracion variables)ouffer HMG (HEPE$H7.9 10 mM,
KCI 100 mM, Glicerol 15 %), 31 de buffer SWIENF (Tris-Cl 10 mM pH 8.0, EGTA 2 mM,
PMSF 0.5 mM, DTT 1 mM, Imidazol 1 mM, N&0 0,1 %, Mg(CHCOQ)1 mM, Glicerol 10
%, NaCl 150 mM), 0,51 de de Gal4/P16 15 nM o buffer Gal4 (HEPESH7.510 mM, KCI
100 mM, PMSF 0.2 mM, DTT 0.5 mM, Glicerol 20 %, BSA 1a§raL, ZnC}h 10 uM), 0,6 ni
de HO desionizaday 10 fmol (2,5m) de sonda de ADNilbre o nucleosoma reconstituido
(todos marcados radioactivamem@mo se indica en la seccion 2.14 y 2.15). La mezcla se

incubda 30°C por 30 minutos. Posteriormenterealz6 electroforesis en gel de poliacrilamida
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no denaturante al 5% (AA:b#0:1, TBE 0.3X). El gel se segoexpu® afilms radiograicos
(X-BIOMAX XAR, KODAK) o a placa autorradiograficala que fue analizada en
Phosphoimager Bi®Rad (Molecular Imager BieRad), utilizando el Software Quantity One

(Bio-Rad).

2.20- Ensayos de remodelacion nucleosomal.
2.201.- Ensayo desliding en ausencia de factor de transcripcion

Para este ensayo se utlizaron 10 fmol (2d de mononucleosomas (216 pb)
previamente reconstituidos y marcados radioactivamente, los cuales se mezclaromtde 7.9
buffer de remodelacion, 0 de ATP 50 mM ATP sal de litio,Roche(1140965), 0.5 de
buffer Gal4, 0.51 de proteina HMG recobinante a analizar o buffer HMG yn8 de complejo
remodelador de cromatina dependiente de ATP o buffer §\/H/Se incubd a 30°C por 30
min.. Luego se agreg ADN de esperma de salmén (SSDNAJ50 ng en 0.2m) y
oligonucleosoma largo (LON)B0OO ng en 0.5M) como competidor de la unién del complej
remodelador al mononucleosons&, incub6 a 30°C p&0 min. y se procedié a sembrar en un
gel de poliacrilamida no denaturante al 5% (AA:bis 40:1, TBE 0.3X). El gel seydacsefal

radioactivase detectd6 como se indica en la secci6on.2.19

2.202.- Ensayo de transferencia de histonas.
Para este ensayo se utilizaron 10 fmol (3)5de ADN (147 pb) previamente marcado
radioactivamentegue se mezclaron con 74 de buffer de remodelacion, O de ATP 50

mM (Roche), 0.51 de buffer Gal4, 0.%1 de proteina HMG recombinante a analizar o buffer
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HMG, 0.5 m de oligonucleosonscortos (SON) (5 ng o 30 ng) y B1 de complejos
remodeladores de cromatina dependientes de ATP o buffeS8WIEeincubd a 30T por 1
hora y luego se agregdla mezcla ADN de esperma de salmoén (SSDNA) y oligonucle@soma
largos (LON), como competidor de la union del complejo reelador al nucleosoma,
incubandopor 2 min. a 30°C Luego se sembrtas muestragn un géde poliacrilamida no
denaturante al 5% (AA:bid0:1, TBE 0.3X). El gel se segpla sefialradioactiva se detectd

como se indica en la seccion 2.19

2.203.- Ensayo de desalojo deoctamero dehistonas.

Para este ensayo se utlizaron 10 fmol (2dp de mononucleosomas (216 pb)
previamente reconstituidos y marcados radioactivamente, los cuales se mezclaromtde 7.4
buffer de remodelacion, 0ri de ATP 50 mM (Roche), 0.81 de Gal4VP16 o buffer Gal4 (15
nM), 0.5m de proteina HMG recombinante analizar o buffer HMG y 0.5 (200 ng)de
oligonucleosoma cortosSe incub6 a 30°C por02min., luego se agregaronn® de complejo
SWI/SNFo buffer SWISNF, incubando a 30°C por 30 mif.uego se agrema la mezcla ADN
de esperma de salmoén (SSDNAXO ng en 0.21), oligonucleosomalargos (LON) (500 ng en
0.5m) y oligonucleétidodoble hebracon el sitio de union consenso de G@&@a pmoles en 0.5
m) (Anexo 8), como competidor de la unidn del complejo remodelador al nucleosoma y de la
union ce Gal4VP16 a su sitio de union. Inmediatamente se incubé a 30°CQporir2 y se
procedié a sembrar en un gel de poliacrilamida no denaturante al 5% (AALIFB& 0.3X).

El gel se secy la sefiaradioactiva se detectdo como se indica en la seccion 2.19
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2.20.4- Ensayode accesibilidad a enzimas de restriccion
Estos ensayos procedieron en su primera etapa como los descritos en las seccion

2.20.1 y 2.20.3. Luego del tratamiento con la mezcla de remocion de ssmgnocedidéa
agregar 0.51 dela enzima de restriccion BsrgLOU/ul) o bufferde dilucion A(Tris-Cl 20mM

pH 7.4 DTT 1mM, EDTA 0.1mM, Gl ycer ol 50 %, K@ S0mM).2Seidcabd & ml
30°C por 30 min.posteriormentae adiciord Buffer Stop(Tris-Cl 20 mM pH 7.4, EDTA40

mM pH 8,SDS 1%, tRNA 250 ng/u) proteinase K00 ug/m) e incub640 min. a 42C. Luego

se pecipitd el ADN con etanol a20°C, resuspendidas muestrasrel10ul buffer TE y agred

2ul de LB (glicerol 30% v/v, azul de bromofenol 0.25% pl/v, xilencianol 0.25% @sp se
sembb en un gel de poliacrilamida no denaturante al 5% (AA:bis 40:1, TBE 0.3X). El gel se

se® y la sefiaradioactiva se detectd como se indica en la seccion 2.19

2.20.5- Ensayode remodelacion de un arreglo nucleosomal

Eske ensayoprocediocomoel descritoen laseccién2.20.3.Con alguna variaciones en
la cantidad de probador a utilizar (2 fmol), el buffer de remodelacién contiemaM,@e
MgCls,, el stock deATP es25 mM vy la incubacion de remodelacion fue de 1lllmego del
tratamiento on la mezcla de remocién de unigm procedi@ agrega? m de MNasa 91-136.5
mU/m) o 0.3 nl de la enzima de restricciongBl (10U/ul) o Sphl (10UM). Seincubd a 30°C
por 120 seg. (MNasa) 80 min.(Enz. Rest,)posteriormente se adicioné Buffer Stop e inclibo
hr. a 42C. Luego se ecipitd el ADN con etanol a20°C, seresuspendié las muestras £0ul

buffer TE y seagre@ 2ul de LB estosesembb en un gel dagarosa al 5% (TAE 05X) o en
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un gel depoliacrilamida no denaturante al 5% (AA:bis 40:1, TBE 0.3)gel se sety la

sefal radioactiva se detectdé como se indica en la seccién 2.19

2.21- Ensayo de hidilisis de ATP.

Para este ensayo se utilizaronnB de los diferentes complejoeemodeladores de
cromatina dependientes de ATP o de buffer SNF, 2.5n (30ng)de SON en reemplazo de
los mononucleosomas (216 pb), 0B (1 pmo) de ATP radioactivo $-32P}ATP (3.000
Ci/mmol, 10 mCi/ml, NEN LIFE SCIENCE), 0.81 de ATP (stock100 uM) (Roche), 8.4
Buffer de Remodaciéon y 0.5m de Buffer HMG o la HMGa analizar. La mezcla se incul6
30°C por 306 90 min..Luego se sembraé ul de muestra en una placa de cromatografia para
separar el ATP y el fosfato por cromatografia en capa Tih&€) (Macherey Ngel, Alemania)
en LICI 0.5 M y &ido férmico 1 M por 30 min.Posteriormentese expuso en placa
autorradiogréfica, se analizy cuantifi®d en Phosphoimager BiBad, utilizando el Software

Quantity One (BieRad).

2.22- Inmunoprecipitacion de cromatina (ChIP Assay.

Esta técnicase utilizd para determinar lpresenciafisica de proteinas en estudio a
regiones particulares del genoma de levadHralineas generale$evaduras en cultivo son
tratadas con un agente mtruzador que permitstabilizarlas interacciones proteifpaoteina
y proteinaADN. Luego al fragmentar estos complejos entrecruzados, se obtendran proteinas
unidas a fragmentos de cromatina de un tamafio particular, para realim@aunoprecipitacion

de unaproteina de interég asiobteneros fragmentos de ADN con los cuales esta proteina se
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asociaen el momento del entrecruzamierffmalmentemediante la técnica de PGiRanaliza

la presencia de una secuencia particular de ADN. El procedimiemitade a continuacion fue
modificado apartir de protocols descrit® por Tansey, 200% Li et al 200B. Levaduragie

cada cepa en analise inocularon en 5 ml y se crecieron por 2 dias a 30°C, para luego realizar
nuevos cultivos de 200 ml, los cuakesron crecidos por 16 horas hasta una OD600 de 1,0.
Luego se agrepal cultivo formaldehido1% (diluido en PBS 1Xa partir de una solucién
37.599 y se inculd durante 15 minutos a temperatura ambiente con agitacion suave. El
entrecruzamiento se detuvo ctm adicion de0.25 vol. deglicina 2.5 M, continuando la
incubaciénpor 10 minutos a temperatura ambiente. El cultivo se tsaspaun tubo y se
centrifugd a5000g por 10 minutos a 4°CSe realizaron dos lavadael pelletcon PBS 1X frio
suplementado coh mM PMSF, 2 ug/ml leupeptin y 1 ug/ml pepstatin A. Luego del lavado
final se resuspendieron las levaduras en 2 nBPRR 1X y se traspasé 4 tubos de 1.5 mbe
centrifugd a 4000 rpm por 5 minutosn microfugay se procedié a congelar rapidamente los
pdlet de levaduras en nitrégetiguido, los quedespués se resuspendieronlevol. debuffer
SDSlisis FA [HEPES pH7.540 mM, EDTA 1 mM, NaCl 150 mM, Triton X-100 1%,
deoxicolato de sodif,1% SDSO0,2%e inhibidores de proteasa (Sigma8R15)]y se agreg el
mismo volumen de perlas de vidrio de 48D um(Glass beads, Sigma G877dgjand en

hielo. Las muestras se agitaron en bead beater (Disruptor Genie, Scientific Industries) por
horas a 4°C. Se recugeel lisado y se ajustél volumen a 2 ml en utubo de 15 mipara
recuperar el lisadeehizo un hoyo en el fondde cada tubo y se centrifugd cada uno sobre un
tubo de 15 ml a M0y por 5 min). Después se sonicaron las muestras ersamcador
Branson 450, para obtener el tamafio adecuado dedrdapion del ADN. La sonicaciorse

realizd en dos rondas. Larimem consistio enl0 tandas de 6 pulsos de 0.9 segundos e
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intervdos de descanso de 0.1 segundosego se centrifugpa 12000 rpm por 30 se@n
microfugay se traspasa un nuevo thio ajustado el volumen en 2 mLa seguna consistid en

10 tandas de 10 pulsos de 0.9 segundos e intervalos de descanso de 0.1 segundos, am
empleando microtip en un 40% de potentizego se centrifugé 16000 rpm por 20 minutos a

4°C en microfugay la fraccionsobrenadante se alicuoté y congelo nitrégeno liquido para
guardarlo @ 80 °C hasta su uidacion. Una alicuota se utiliztara cuantificar el ADN a 260

nm y evaluar el grado de fragmentaciéon del ADN genon@®idNg) mediante un gel de
agarosa al 1%.

Posteriormente se procedio a la etapandeunoprecipitacionen la quese utilizy una
alicuota de extracto de cromatina (~2@pde cada una de las cepas utilizadas en la tesis para
inmungrecipitar y ademas se analind control de union de bkground @ éstas. Todas las
muestras fueron diluiddsasta 400m con buffer lisisFA [HEPES pH.540 mM, EDTA 1 mM,
NaCl 150 mM Triton X-100 1%, deoxicolato de sodif,1% e inhibidores de proteasa (Sigma
P-8215)] y se adicionGsarkosyl1%, se centrifug a 14000 rpm por 20 minutos a 4%D
microfuga Luegose procedid@on la inmunoprecipitacion, para lo cual se utilizaron diferentes
resinasdependiendo de la proteina en analisisiesina IgG sefaroeFF (GELifescience) se
utilizé para precipitar lasrpteinas HMGB de levadura (NMpSNhp6BYy Hmo1l), ya queen
estos casos se utilizé cepas que expresan una de estas proteinas fusitagdasPahacia el
C-terminal de la proteindambién se utilia la cepa silvestre (BY4741) para descartar todas las
uniones inespecifisa que pueda presentar la resi@mo control negativo de unidén y
precipitacion para estas proteinas se utile resina Ck4B sefarosa (Sigma). EI complejo
remodelador de cromatina dependiente de ATP SMHA/de levadura se inmunodetéce

inmunoprecipitéutilizando un anticuerpo arBnf (Upstate) inmunoprecipitaciones con este
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anticuerpo se realizaron para todas las cepas en edtathda inmunoprecipitacion de éste se
utilizé la resina Protein® sefarosa 4FF (GEifescience)El control negativo eestecaso fue
resinasin anticuerpo. Se paelararonas diferentes resinas incubandolas con BBAig/mlen
PBS1X toda la noche a 4°C en rotadmminuo. Luego del preaclaramiento, las resinas fueron
centrifugadas a 4000 rpm por 2nmatos a 4°CGen microfugay el extracto de cromatina desla
diferentes cepas se traspaskos tubacs con resina. Se incubaron pérhoras a 4°C en rotador
continuo. Luego se centrifugd4000 rpm por 5 minutos a 4e@ microfugaEl sobrenadante se
elimind y las diferentes resinas con gimunoprecipitado fueron lavasiaucesivamente con 1
mL de buffer lisisFA (dos veceg la resina se transfirid a un nuevo tubo de 1.5lmelgo se
lavo conbuffer lisisFA (NaCl 500 mM), con buffer TEL (Tris pH8.0 10 mM, EDTA 1 mM,
LiCl 250 mM NP-40 1%, deoxicolato de sodi®%, mas inhibidores de proteasasjon buffer

TE (Tris pH8.0 10 mM, EDTA 0.25 mM. Entre cada lavado se degn rotador orbital por 5
minutos y luego se centrifdg 4000 rpm por 5 minuto a 4% microfugaEn el dltimo lavado
seeluyo el inmunoprecipitado con 200 uL de buffieelucion {Tris pH8.0 10 mM, EDTA 10
mM, SDS1 %y NaCl 250 mM), agitando en vorter incubandoa 65°C por 30 minutos. Se
centrifugd a 10000 rpm por 5 mian microfugagl sobrenadante se traspasun tubo nuevo y
se repitio la elucidule igual forma. Luegeereunieronlos dos eluatodDesde este momento se
incluyeron en el procesamiento los INPd@& cadacepa (extracto de cromatina sin tratamiento
de inmunoprecipitaci@). Se nculd la muestra eluida con RNasa A a una concentraoiah 20
ug/ml a 65°C por 1 hord.uego se agreégProteinasa K a 100 ug/ml concentracion final
incubando a 55°Cqgp al menos 1 hora y se continaon la reversion del entrecruzamiento
incubardo a 65°C por 4 horas o toda la noche. Finalmente el ADN se extrajo por el método de

fenol/cloroformo ypor ultimo se precipitd con etanabsolutg previa adicion de 0.1 vol. de
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NaAcpH 5.2 M y 1 ul de acrilamida lineal (Ambion, AM9520). Luego el ADNrssuspendio
en 10 uL de 0.1X TE h 8.0 y se utilizaron alicuotade estas muestras, ya sea para cada
reaccion de PCR en tiempo reain oligonucledtidos especificos (Anek0) o para realizar el
acoplamiento de esta técnica a un microarray (€hlp), guardando el resto-20°C.

Los fragmentos amplificados por gPCR también fueron analizamloslectroforesis en
gel de agarosa al 1% en buffer TBE 0,520 presencia dBromuro de etidia(90 V por 45

min.), observandauegolos ampliconegor exposiciéraluz UV.

2.23- Inmunoprecipitacion de cromatinaacoplada a microarreglo(ChIP-chip).

Los ensayos de Chiéhip fueron realizados usando un arreglo de ADN gendmico de
levadura 8 X 60k (Agilent, cat. no. 03163j)e posee un probador para el genoma nudiear
levaduraS. cerevisiaecada aproximadamen®00 pb. Estosmicroarreglosse utilizaron para
estudiar la distribucién de todas las proteinas analizadas por BhBA, Nhp6B, Hmoly
Snf5). El protocolo utilizado se desarroll6 en base a los trabajos de van Bakel, Smolle y
Ventatesh (van Bakel et al, 2008; Venkatesh et al, 2012; Smolle et al, 381&aron los Input
e inmunoprecipitado de las diferentes muestras para una doble amplifitaesl y marcaje
por T7 (Epicentre Biotechnologies). En resumen, inicialmente 50 ng de Input o
inmunoprecipitado se trataron con 2.5Ufdsfatasa alcalingCIP, NEB) a 37°C por 1 hora,
seguido de una extraccion organica y precipitacion de ADN con etaa®imuestras tratadas
con CIP fueron incubadas con 20U tdensferasa terminalld’T, NEB) y dTTPa 37°C por 20
min. para dicionar colas T a los extremoBl producto fue aislado utilizandMiniElute
Reaction Cleanup Kit (Qiagen). Despuég adiciod un oligonucleotido promotor T7 anclado

(dA)15 alineandosen la cola Ty luego serellend con 5U de ExeKlenow (NEB) a 37°C por 4
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horas, seguido de una extraccion organica y precipitacion de ADN con etaegb &e realizo

una etapa de amplificaciquor trarscripcionin vitro, la quefue realizada a 37°C por toda la
noche con Ampliscribe T7 transcription Kit (Epicentre Biotechnologies). EI ARN fue purificado
con RNeasy Mini Kit (Qiagen) y cuantificado en un espectrofotdmetro Nanodrop 2000 (Thermo
Scientific). Parauna segunda ronda de amplificacion, 150 ng de ARN fueron transcritos con
transcriptasa reversa Superscript 1l (Invitrogertilizando random primery el producto
purificado con MiniElute Raction Cleanup Kit (Qiagen). El oligonucleétido con el pamd@

fue adicionado al producto como se describié antes en este protocolo, seguido Jeyumaa
tanda detranscripcionin vitro en presencia damino allytUTP (Ambion) ademas de los
nucledtidos regulares-inalmente, la muestra fue purificada d®Neasy Mini Kit (Qiagen) y
cuantificada con Nanodrop 2000.

Para la reaccion de marcaje, 8 ug de ARN con aligbincorporado fue mezclado
con buffer carbonato pH8.7 0.1 M y 0.01 nmol de Cy3 o Cy§GE Healthcare) en
dimetilsulféxido (Sigma) e incubada T° ambiente por 2 horas. Los Input fueron marcados con
Cy3 y los inmunoprecipitados con Cyma reaccion fue inactivada con 2M hidroxilamina a T°
ambiente por 15 min. yse purific6 las muestrason RNeasy Mini Kit (Qiagen)La
incorporacion de la tinciéde marcaje fue cuantificada con Nanodrop 2000.

Para la bridizacion de las muestras con el microarreglo se utilizaron 4 ug de Input e
inmunoprecipitado, los cuales se combinaron y fragmentaron con Fragmentation Reagent Ki
(Ambion) segun las especifidaoes del fabricante. La mezcla de hibridizacion se hsando
Oligo CGH/ChIRchip hybridization Kit (Agilent), segun las especificaciones del fabricante
con la adicion de 20 ug de oligo Parabloqueo e hibridizado toda la noche a 65°C. El

microarregb fue lavado con buffer de lavado Oligo CGH/Clli#gp (Agilent), segun las
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especificaciones del fabricante. El arreglo fue escaneado con Agilent DNA Microarray Scannel
(model no.G2505B; Agilent) yla informacion extraida con Feature Extraction software
(Agilent). La data fue normalizada con GeneSpringGX software (Agilent). Luego la data fue
analizada conel software R y asi se determir@ coeficiente de correlacion entre las
repeticiones bioldgica®bteniendo la data normalizada

La informacion delChIP-chip normalizado se analizdilizando un analisis de pradio
de genes modificado (lgt al, 2007 Pattenden et al, 2010; Smolle et al, 2012; Venkatesh et al,
2012, que consiste basicamente en una normalizacion de la razén de intensidades @P/Input
Cy5/Cy3) de tal forma que el promedio de estas razones adquiere el valor 1. A los valore:
resultantes se aplica logaritmo en base 2)lo&si, lasefial promedio tiene un valde cero
(logz 1=0). La region del ORF (Open Reading Frame) fue subdivididbdeeccionesking) de
igual tamafio, incluido un TSS (Transcription Start Site) y un TES (Transcription End Site). Las
regiones intergénicas (480 pb corriente arriba y abajositiel de inicio y término de la
transcripcion para cada gefueron dividide en 3 bins de 160 pb cada uno. La razén de
enriquecimiento del microarreg[tog,(IP/Input)] para cada probador fue asignada al bés m
cercano. Parabtener ygraficar el promediale las sefiales en estas distintas secciones a nivel
del genoma completo (MéleGenome), los probadores con un bin asignado fueron
promediados como la media-&.e.m. Ademas genes no regulados por RNApolll, incluyendo
los genes de ARNt y ARNsn, asi como los de algunos ORF dudosos (~450 genes), fuero
removidospara ladeterminacion del promedio de este analisis

Todos los andlisis para agrupar informacion se realizaron con el programa Access
(Microsoft Office, 2007) y R (Team, R.D.C.R., 2008), este ultimo ademas fue utilizado para

analizar y graficar toda la data obiga del microarreglo.

61



Funcién de las proteinas HMGB sobre la Tesis Doctoral poMatias Hepp Castro
actividad de los complejos remodeladores

Paraanalizarla sefialdada por los distintogrobadoresgefinimos su division en grupos
correspondienteslaa r egi -n promotora (regi-n interg
i nterg®nica 306) y eNuest@aR&a fe hrzalizddacalizandanesneh laa | ¢
region promotoray en virtud de distintos aspectd2ara el estudio del enriquecimiento de las
HMGB utilizando las cepas que mtgenen las HMGBTAP, se realizéun solapamiento y
posteriorsubstraccion de los l@es de enriquecimientde cada posicion genomi@mtre la
cepa TAP y la cepa silvestre (BY474lytilizada a modo de background de la
inmunoprecipitacion. Para elasode Snfs, se analip el perfil de enriquecimiento de esta
proteina en las distintas @pen estudio. Con los datos obtenidos con la cepa silvestre se
obtuvo un set de genes con alto enriquecimient8ri®e, que tiene la condicién de poseer al
menos un bin en la regién promotora con un vdéenriquecimiento mayor o igual a 1 (jog
1). De igual forma se defini6 otro set de genpsro poniendo como fhite un valor de
enriquecimiento mayor o igual @5. Estos datos también fueron analizadwsvinculo al
enriquecimiento d&nfs en las cepas mutantes nulas de cada HMGB. En cada leaszrial de
enriguecimiento de la cepa silvestse substrajo la sefial correspondientelaleepa que
contiene la delecién de la HMGB analizadbteniendo sets dgenes que disminuyen mas de 1

vez su valor de enriquecimiento (wdel>1).

2.24- Andlisis in silico de la region promotorade genesespecificos

Este analisisse realizo para poder determin@mto el enriquecimiento de lpsoteinas
Nhp6A, Nhp6B y Hmol, comeal posicionamientode los nucleosomasen las regiones
promotorasde los geneseleccionadgsa partirde la diferenciadel enriquecimientale Snf,

entre la cepa silvestre y las deleciones de las diferentes HMGB de leyatiurdel > 1)
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obtenidosen los ensayos de Chiéhip. Con estefin, primero utilizando el servidor UCSC
Genome Binformatics disponible ernttp://genome.ucsc.eduireamos urGenome Browse
del posicionamientale las proteinas HMGB de la subunidad de SVBINF, Snf5, a partir de
esteanalisis se obtuvierolos perfiles de enriquecimientte estas proteinakuegq con los
genes que sebtuvo un enriquecimientaleterminadode las proteinas HMGBen la region
promotos, se utilizé la base de datos de posicionamiento nucleosemigvadura, creada por
el grupo de Erin Sml (Segal Lab of Computational Biology)disponible en
http://genie.weizmann.ac.il/c@iin/gbrowse/nucleo_yeasParaasianalizaros diferenteggenes
seleccionadogdetenidamente ypoder utilizar algunos deests para realizar el mapeo de

posicionamiento ucleosomal por digestion con nucleasa micrococcal.

2.25: Posicionamiento nucleosomal por digestion con Nucleasa Micrococcal

Este estudio se realizfara analizar el posicionamiento de los nucleosomas en regiones
promotoras de genespecificos, seleccionados de acuerdo a los resultados de enriquecimientc
de Snfc de los estudios de Chifhip y a la utilizaciébn de herramientas bioinformatic8ge
procedié de acuerdo al protocolo descrito por Lam y colaboradores (Lam et al, 2008).

Inicialmente se crecieron las diferentes cepas a estudiar en 25 ml de medio YPD hast
OD600 de 0.5 1, se centrifug@ 4000g por 5 min. a T° ambiente. El pellet se resuspendi6é en
buffer b-Mercaptoetanol (EDTAR0 mM, b-Mercaptoetanod.7 M) y se incubda 30°Cpor 30
minutos con agitacion suave cada 10 min. para prevenir la decantacion de las células. S
transfirié a un tubo limpio y seentrifug6a 2000 g por 5 min. a T° ambiente. Las levaduras se
lavaron con 1 M sorbitol gentrifugarona 2000 g por 5 min a°Tambiente. Se resuspendieron

luego en buffer lyticasa (sorbitdl M, Tris-Cl pH7.8 50 mM, - NMiercaptoetanob mM) y se
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agregdyticasa (Zymolyase, Worthington) a una concentracion final de 1000 U/ml, incubando a
30°C por30 minutos en rotador orbitdluego secentrifugaronlos esferoplastosesultantesa
2000 g por 5 min. a T° ambiente, desealmel sobrenadante con cuidado y lagia los
esferoplaks suavemente con 1 M sorbitol, con centrifugac@df000 g por 5 min. a T°
ambiente. Se resuspendieron ésferoplastos en buffer A (sorbitbIM, Tris-Cl pH7.510 mM,
NaCl 50 mM, MgCl, 5 mM, CaC} 1 mM, - Kercaptoetanoll mM), siempre en hielo,
procediendalespués a realizar una titulacion con nucleasaotwccal (MNasa, Worthington).
Seprobaon 4 concentraciones dsta(0, 2, 4 y 8 U/ml para lo cual se realizaron las diluciones
de la enzimacon esferoplastos o ADN desnudo (NBDN gendémico purificado en paralelo
desde la misma cepa) y se agrégdal volumen de buffer B (Buffer A mas N 0.15%),
incubando a 37°C por 20 minutd&e detuvo la reacciéon de digestion agregando buffer MNase
Stop (SDS%, EDTA 250 mM) precalentado a 37°C, agjitcb vigorosamente.uego € agreg
proteinasa K (Mrck) a cada muestra y se incub@7°C entre I 5 horas Posteriormente se
recupero el ADN agregando 150 mM Naf&l concentracion finat realizand una extraccion
organica. El sobrenadante se draton RNAsaA a una concentracion fingd.1 mg/ml
(UShiological) y se incubé 37°C por I 2 horas, repitiendo laxtraccion orgdica luego de la
incubacion. Finalmente se transfirié la misma cantidad de cada muestra y shopcocela
precipitacion de ADNSe resuspendioé cada pellet en buffer 0.1X TE € Tris-Cl pH7.5 10
mM, EDTA 1 mM). Se analizda calidad dda digestion tanto de la cromatina como del ADN
desnudo en un gel de agarosa al 1.bUscandovisualizar los fragmentde cromatina en
multiplos de ~15(0b en el caso de cromatina digerifleb bandas). Una vez confirmatia
calidad de la digestiéna$ nuestragueron sometidas a electroforesisgatde agarosal 1.5%

y se procedita cortarlas bandas de ~156b y purificar el ADN utilizandoQIAquick Gel
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Extraction Kit, segun instrucciones del fabricante. Sobre las muestras purificadas €e realiz

posterormente PCR en tiempo real congainucledétidos especificddnexo11).

2.26.- PCR en tiempo real o cuantitativo (QPCR)

Esta técnicgpermite cuantificar los productos de amplificacion por PCR de muestras a
analizar, mediante la acumulacion de ADN de doble hebra, el cual es detectado a través d
reactivo SYBR Green Este reactivaes un intercalante de acido nucleico, especifico pbid A
doble hebra. Durante cada fase de sintesis SYBR Green | se une a los productos de PC
detectandose este ADpor fluorescencia.

El ADN proveniente de los ensayos de ChIP y digestion con MNase fueron amplificados
con partidores especificos para cada ymganexo9. El PCR en Tiempo Real de los ensayos
de ChIP se realiz6 en un equipo ABI 7900HT (Applied Biosystems), utilizando PerfeCta®
SYBR® Green FastMix® (Quanta Biosciences), segun instrucciones del fabricante. En tanto e
PCR en Tiempo Real de lossatyos con MNasa se realizé en un equipo Mx3000P (Stratagene),
utilizando Brilliant 11l UltraFast SYBR® Green QPCR Master Mix (Agilent Technologies),
segun las instrucciones$ fabricante.

Para todas las reacciones se utilizé uM de cada oligonucledt, 2.5 mM MgC}, 0.8
mM dNTPs, 30 nM de reactivo de referencia ROX (1:500), 1X reactivo SYBR Green | y
AccuFast Tag DNA polymerase (Quanta Biosciences) o Taq DNA polymeraddicada
(Applied Biosystems), en un volumen final de 10 ul.

La cuantificacion de cada muestra fue determinada por comparacion con la
amplificacion de una curva estandar realizada con el mismo set de oligonucleétidbsagm

de los ensayos de Ch#3ta curva fue efectuada con diluciones seriadas del Input de la misma
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muestra, pdiendo asiademas cuantificar ehmunoprecipitadccomo porcentaje delNPUT.

Para el ensayo de MNasa, la curva estandar seGrealizdiluciones seriadas de una muestra de
ADN genodmico(ADNg) correspondiente a la misma cepa e#fmec La cuantificaadn en este
analisis se determingor la cantidad de amptinpara cada set de oligonucleétidos con respecto

a la curva de ADNg. Cabe destacar que cada experimento representa los promedios

repeticiones bioldgicas con por lo nos 2 éplicas técnicas cada an
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3.- RESULTADOS

3.1.- Analizar la estimulacion de la actividad remodeladora de complejos dependientes de
ATP del tipo ISWI 'y SWI/SNF de levadura dada por proteinas HMGB(objetivo especifico

1, seccién 1.6.1)

3.1.1- Generacion, purificacion y cuantificacién de las proteinas recombinantes HMGB

silvestres unidas al epitope His.

Existensiete proteinas que pertenecda familia HMGB en levaduraluego de analizar
susecuencia y verificar los estudirealizados con estas proteinas, se optd por trabajar con tres
de ellasHmo1l,Nhp6A y Nhp6B.Ademas se utilia hHMGB1.

Hmol esortélogo de HMGB1 humanambas poseetios cajas HMG (HMG box A y
B) hacia &€ N-terminaly una region @erminal ricaen aminoaidos acidos y basicos. El orden
de esas regionesacidasy basi@asestainvertido en Hmolrespecto ad observado ehHMGBL1.

Por su parte, Nhp6A y Nhp6B sdos proteinapequefay redundantes ére si, contienen solo
una caja HMG y no poseéda regidon ica en aminoacidos acidos ydi@os presentes en Hmol y
hHMGB1. Las secuencias aminoacidicas de Nhp6A, Nhp6B, Hmol y HM@&Rton

comparadastilizando la herramienta informatica Clusta(figurab).
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Nhp6A = s o e e —
Nhp6B s mm e e e o
Hmol MTTDPSVKLKSAKDSLVSSLFELSKAANQTASSIVDFYNAIGDDEEEKIEAFTTLTESLQ 60
Hmgbl - ——MGKGDPKKPRGKMSSYAFFVQTCREEHKKKHPDASVNFSEFSKKCSERWKTMSAKEK 54
PKKPh-Aahha--E-R--h-—-E-P-—-h-—Eh-K-hGE-W--h-—---K
Box A

NhpeA  ——mm—————— MVT==——==-~- PREPKK----—- RTTRKKK--DPNAPKRALSAYMFFANEN 35
NhpeB ~  —mmm—————— MAATKEAKQPKEPKK--—--—— RTTRRKK--DPNAPKRRLSAYMFFANEN 41
Hmol TLTSGVNHLHGISSELVNPIDDDKDAI IAAPVKAVRRKIERDPNAPKKPLTVEFAYSAYV 120
Hmgb1l GRKFEDMA--—--— KADKARYEREMKTY-IPPKGETKKKFK--DPNAPKRPPSAFFLFCSEY 109

- —a----  ——- K—a--—-——-- a PKRPh-Aahha--E-
Nhp62A RDIVRSEN-----PDITFGQVGKKLGEKWKALTPEEKQPYEAKAQADKKRYESEKELYNA 90
Nhp6B RDIVRSEN-----PDVTFGQVGRI LGERWKALTAEEKQPYESKAQADKKRYESEKELYNA 96
Hmol ROELREDRQKAGLPPLSSTEITQE I SKKWKELSDNEKEKWKQAYNVELENYQREKSKYLE 180
Hmgbl RPKIKGEH-----PGLSIGDVAKKLGEMWNNTAADDKQPYEKKAAKLKEKYEKDIAAYRA 164

R-——h--E- P-h-—-Eh-K-hGE-W--h----K--a-——---—K--a—--——-——a

Box B

Nhp6A Tl = ——mmm mm e 93
Nhp6B P RA— =~ —— — —m 99
Hmol AKKNGTLPPASLENGPTHAPVPIPFSLQHAREPPVEKRPHDDDGSSE KKKKKKKKDKKKD 240
Hmgb1 KGKPDAAKKGVVK===——=———————-— AEKSKKKKEEEEDEEDEEDEEEEEDEEDEDEEED 211
Nhpea ==
NhpeB ===
Hmol KSNSSI 246
Hmgbl DDDE-- 215

Figura 5: Comparacion de las proteinas HMGButilizadas en este trabajo Alineamiento obtenido
desde el servidor ClustalWeltras subrayadas, cajas HMG (BYY la secuencia consenso de las cajas
HMG (Weir et al, 1993) Abreviaciones:h, hidrofébico; a, aromatico. La ecuenciafue tomada del
GenBank Letras en cursiva, cola basica. Letras en negrita, cola acida.
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Con el objetivo de obtener lasoteinadHmol,Nhp6A, Nhp6B y hHMGBL1 en bacterias,
se realizda clonacion de éstaal como se describe en Materiales y Métodlosual permitio
su posterior purificacion mediante una cohade afinidad.

Las regiones codificantes de las proteinas de levaduoatgeieon a partir de ADN
gendmico de una cepa silvestre S208 (BY4744)region codificantele la proteina HMGB1
humanase obtuvo a artir delplasmido comercidlpBlueScripthHMGBL1 (Invitrogen), el cual
poseeel ADNc de HMGB1 humanaJna vez obtenidos los distintos productos de P&SRs
fueron digeridos con saenzimas de restriccion determinadas para cada uno e insertados en el
vedor pQE81L digerido con las mismazimasla estrategia de clonamiento se muestra en la
Figura 6A. Una vez obtenidos los clonéBigura 6B - 6E), estos fueron corroborados por
andlisis con enzimas de restriccion especificas, donde se utilizargra&tyNhpé, Nspl para
Nhp6B, Hincll para Hmol y Ndel para HMGBZFigura6F), confrméandose la obtencién de
todos los vectorepor la aparicion déos fragments de digestioresperads paracada uno de
este (para Nhp6A, Hmol y HMGBL1 se obtuvieron las dasdas esperadas y para Nhp6B las
tres band3gsLos clones positivolegoseverificaronpor secuenciaciéion un oligonucledtido
sentido (PR pQBOIIl) o antisentido (PR pQBOrev) especificos para los vectores p&&E
(data no mostraga

Una vez obtenidos los diferentes vectores pQES8&&is fueron transformados en
bacteriasE. coli BL21-DE3 y se procedio a la purificacion de las proteinas recombinantes como
se indica en Materiales y Métodos.

Las proteinas purificaddgeron analizags medante SDSPAGE yposterior tincion con
Azul de Coomassig asicomo por Westerrlot utilizando un anticuerpadirigido contra el

epitope Hisel cualesta contenidoen todaslas proteinasgeneradasin la
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Figura 6: Generacion devectores de expresion procarionte paréas proteinas HMGB. A) Esquema
representativo del método de clonacion de las proteinas HMGB en el vect@1pQB, C, D & E)
Representacion esquematica de los vectores creados para cada proteina HMGB con lasspmiesiicie
enzimas de restriccion utilizadas en el anatisi€onfirmacion de los clone) Gel de agarosa utilizado

para analizar la confirmacion de los diferentes clones por enzimas de restriccion para cada construc
generadoCarril 1 marcador de pesnolecular (PM), 2 & 3 Nhp®, 4 & 5 Nhp@B, 6 & 7 Hmol, 8 & 9
HMGBL1. (-) sin digerir. La digestién se indica con la enzima particular.
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Figura7B se observa, luego de la tincidon con AzulQdBm®mmassiguna banda Unica o una banda
principal con la movilidad lectroforética esperada para cada una de las proteinas generadas
gue corresponden a las proteinas HMG en fusion a histidinas. Lo anterior se corroboré por
observado en I&igura7C, mediante el ensayo de Western blot donde se visualiza una banda
Gnicay con una migracion similar a las proteinas analizadas porP3QEE tefiido con Azul de
Coomassielas distintas proteinas purificadas fueron cuantificadas porFSREE y tincion

con Azul deCoomassiecomparando con cantidades conocidasB®A (Sigma), entre 100 y

400 ng.

71



Funcién de las proteinas HMGB sobre la Tesis Doctoral poMatias Hepp Castro
actividad de los complejos remodeladores

yNhp6A (93) [] Box B I
yNhp6B (99) | Box B 1
yHmol (246) | | Box A [ ] Box B \ |
hHMGBI (215) | | Box A [ ] Box B \ |
B Y & A X C
S F O P YO A >
; Rl KDa é@b é&b o \2\@0 KDa
45 45 1” 33
31 - o
31 "
215 e 25 - ..
—— 215
14.4 we
- 1 2 3 4

Figura 7: Purificacion de las proteinas HMGB A) Representacién esquematica de las HMGBs
utiizadas. Estas sorB de levadura y 1 humana, yNhp6A, yNhp6BHmMol y hHMGBI,
respectivamente. En gris, leajas HMG, Ay B. En gris claro, cola basi€m gris oscuro, cola acida) B
Andlisis de la purificacion de proteinas HMGB recamabitesde levadura y humaneonediante SDS
PAGEal 15y 12% respectivamente, tefiido émul deCoomassielas proteinas recombinantes poseen
el epitope His en el #&rminal, expresadas en B1 Codon plusMarcador de peso molecular ¥16),
His-Nhp6A (2), HissNhpeB (3), HisHmo1 (4), HisHMGBL1 (5).C) Western blot de confirmacién de la
identidad de la progina recombinante producida, con anticuerpo éépegara el epitope His. His
Nhp6A (1), HisNhp6B (2), HisHmo1 (3), HisHMGBL1 (4).
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3.1.2- Reconstitucion de mononucleosomas y arreglonucleosomaés a partir de

secuencias de ADN posicionadoras de nedsomas marcadas radioactivamente.

Para las reconstituciones de mononucleoseeatiliz6 como ADN aceptor del core
nucleosomal la secuencia posicionadora 601 que fue descrita por el grupo del Dr. Widon
(Lowary and Widom, 1998) Esta secuencia permitebtener una reconstitucion de
mononucleosomas sobre el 90%.

Distintos fragmentos de ADN conteniendo la secuencia 601 fueron obtenidos a partir del
plasmidopGEM-32/601-Gal4 (Gutiérrez et al, 2007) mediante PCR con partidores especificos
en cada caso unde los partidores fuenarcadoradioactivamenteen su extremo 5°Los
fragments obtenidos fueron: mu fragmentode 14 pb que corresponde a la secuencia
posicionadora 601 (core nuokomal), un fragmento de 216 gbecontienela secuencia 60%

68 pbconun sitio de unién para el factor de transcripci®al4 y un fragmento de 236 pghe
poseela secuencia 601 en la region centrdés 44 pb deADN hacia ambos extrema@®n un
sitio de unién para el factor de transcripcion Gaddia ele x t r e (Figura8Adi 8C). Tanto
los tamafogptimos como el marc@ radioactivo de fragmentos fuen confirmads por
electroforesien un gel de agaroskigura8D) y en un gel de AA no denaturarggpuesto a un

film radiografico(Figura8E).
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A BsrBI
DNA/Nuc probe
(147 bp)
601 pos. region
BsrBI
B
Gal4 site DNA/Nuc probe
(216 bp)
601 pos. region
C BsrBI
Gal4 sili DNA/Nuc probe
(236 bp)
601 pos. region
D E
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Figura 8: Obtencion delos fragmentcss de ADN para reconstituir mononucleosomasA, B y C)
Representacion esquematicalae probadores de ADN a utilizar para reconstimsrmononucleosomas
de 147, 216 y 236pb, respectivamenteSe cetalla la presencia de la secaen posicionadora de
nucleosoma 601 y del sitio de unién para el factor de transcripcion BplGel de agarosa para
confirmarlos productos de PCRControl negativo de PCR (Iharcador de tamafios molecula(2y

147 (3), 216 (4) y 236 (5). E) Gel deliparilamida no denaturante para verificar las purificaciones de

ADN, 10 fmoles (1, % 3), 20 fmoles (4, ¥ 6).
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Paraobtenerel arregb nucleosomatonla secuencia posicionadora 6@timeramente
se obtuvoesta secuencipor doble digestion dgblasmido pGEM3Z/601-Gal4 y se ligo de
maneraconsecutivehasta obtenelos diferentes arreglode esta secuenciapmo se indica en
Materiales y Métodad.os arreglos generados constan de 6 secuencias 601 distamritrdas
ellaspor 60 phlos extremos® y 306 d el 30gpbextmddsaistibtos emeglas se
ensamblaroenel plasmido pGEM3Z (Promega), obteniendo finalmeids plasmids pGEM-
3Z/601x6_Gal4 centralpGEM-3Z/601x6 y pGEM-32/601x6_Gal4 _lzquierddFigura 9A i
90), los cuales sdetallan de Materiales y Métodd®arapredecir el ensamble de nucleosomas
sobrela secuencia de nuestro arreglo, realizamos un andéisedicciorde posicionamiento
nucleosomal sobre éste mediante un programa online
(http://genie.weizmann.ac.il/softnednucleo_prediction.htpl  (Kaplan et al, 2009),
observandose una alta probabilidad de posicionamiento en las regionésigi0a 9D). El
clonamiento de cada arreglo nucleosorsal confirmé por digestiones con enzimas de
restrccion especificapara cadarregloque generan la liberacién de fragmentode tamafio
esperado(Figura 9E) o liberandoun fragmentode 1246 pb correspondiente al arreglo
nucleosomal completd={gura 9F). El arreglo nucleosomajue poseel sitio Gal4 central se
marcoéradioactivamente, se purifigpse confirmé el tamafale estdragmentoliberado por la

digestion con lasnzimas de restriccidacoR| yHindlll (Figura9G).
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Figura 9: Obtencion de arreglos nucleosomales 601xA, B y C) Representacion esquemética de los
arreglos nucleosomales y sus secuencias posicionadoras, 601. 601x6_Gal4cent, 601x6_Galdizq
601x6_sinGal4, respectivamente. D) Andlisis de prediccion de posicionamnmedi@osomalde la
secuencia del arreglo 601x6_|&zent por servidor ddaboratorio deErin Segal(Kaplan et al, 2008

gue muestrana pobabilidad altale posicionamienten regiones 601. E) Gel de agarosa para confirmar
digestion diferencial entre los diferentes arreglos 601x6. Diferencia entre Galdcent y GaiAgny(

entre Gal4cent y sinGal® / 8). F) Gel de agarosa para libeeh fragmento completdel arreglode

1246 pb (EcoRI/Hindlll). G) Gel de agarosa con el fragmento de ADN del 601x6_Gal4cent marcado
radioactivamente, liberado con EcoRI/Hindlll.
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El dador del octamero de histonasgeeconstituir los nucleosomssobtuvo a partir de
cromatina de células He, obtenida como se sefalaMateriales y MétodadJna vez obtenida
la cromatina fue necesario determinar las concentraciones nasdsadviNasa a utilizar para la
obtencon de oligonucleosomas cortokn la Figura 10A podemos observaque a una
concentacion & MNasa de 0.125 U/(tarril 3) es posible obtendragmentos de ADN entre
100 y 2000 pb, con una banda marcada entre 500 ylBOGue son los tamafios de ADN
deseados. Lo anterior se obtutanto en la fraccibn densa (pellet) como en la laxa
(sobrenadante)as diferentes fraccionese detallanen Materiales y Métodofonsiderando lo
anterior se procedié a digerir toda la cromatina ldefraccién laxa (sobrenadante) lgs
productos de digestion fueron separados por tamafio mediante FPLCetJoatgnidadas
distintasfracciones se corroborél tamafio del ADNy la composicion proteica (octéero de
histonas)medianteelectroforesis en gel de agarosa y SEXSGE respectivamentéiguralOB
y 10C) Se observa en faFiguras 10B y 10C que las fracones 12a la 16 correspondel
oligonucleosomas cortos (SON), aproximadamei&@ a 5 nuatosomas (300 800 pb),los
que se utilizan parnealizar el intercambio dectamers de histonaen las reconstitucioneka
capacidad de donar los octéros de histonas al ADN marcado radioactivamente fue analizada
mediante el ensayo deconstitucion nucleosomatietallado en Materiales WMétodos. Se
observa en l&igura 10D, que todas las fracciones analizadas fueapaces de generar la
transferenciadel octamerode histonas al ADN marcadde manera Optimg sin generar

productos inespecificos de reconstitucion
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Figura 10: Obtencion y purificacién de oligonucleosomas dgde células HelLa.A) Gel de agarosa
para analizard fragmentaciérdd ADN luego de la digestion de estandarizacion con MNasa sobre la
cromatina. Concentraciones crecientes de MNagalQul) carriles (2 8); parte superiora digestion

del pellet,parte inferiorla delsobrenadante de la purificacion. B & C) Andlisislaebtencion de los
oligonucleosomakiego de la digestién con MNadaagcionlaxa) y cromatografia en columna Sefarosa
CL-6B. B) Gel de agarosa para analizar el promeditos fragmentos de ADbbtenidos en las distintas
fracciones C) Gel de AA denamante para analizar l@&omposicionde las histonas de estos
oligonucleosomas en las diferenfesccionesobtenidasFraccionesseleccionadapor tamafio de ADN

e histonas presentes (1216). D) Gel AA no denaturante para analizar las reconstituciones obtenidas
con lasfraccionesseleccionadasobre elfragmento deADN de 216pb, donde seapreciala migracion

del ADN libre y el demonaucleosomas siproductos inespecificos
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La reconstituciorde los fragmentos de 147, 216 y 38b6marcadogadioactivamentse
realizo utilizando los oligonucleosomas cortos (SON) purificaddsa formacon de los
mononucleosmas se observa eRitgurallA por suretardo caracteristiomon respecto aA\DN
libre engeles de AA nativo

La reconstitucion del arregloucleosomaltambiénse realizOmedianteel método de
reconstitucion por diluciones sucesivas Cada fragmento conteniendo el arreglo
601x6_Gal4_centralequivalente a 6 mononucleosomasconstituidoy fue analizad por gel
de agarosdFiguraliB), donde se observo una migracion mayor para el arreglo reconstituido
comparado con el ADN desnudo. Esto tambiénafu@izadopor un gel de AA no denaturante
(Figura 11C), obteniéndosein retardo mayor para el aglo reconstituido comparado con el

ADN libre deéste
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Figura 11: Obtencién de la reconstitucion de los diferentes probadores de ADN) Gel de AA no
denaturante para analizar las reconstitudate los mononucleosomas de 147, 23§ pb marcados
radioactivamenteADN libre (1, 3 y 5) ymononucleosomeeconstituido (2, 4 y 6)B) Gel de agarosa
para confirmar la reconstitucion dalreglo 601x6_Gal4cenirreglo libre (1 y 3)arreglo reconstituido
(2). C) Gel de AA no denaturante al 3.5060:1) para confirmar la reconstituciael arreglo
nucleosomal (2)comparande! retardade éstecon eldel probador de ADN libré¢l) de 1246b.
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3.1.3- Unidén de las proteinas recombinantes HMGB silvestres y el factor de transcripcion

quimérico Gal4-VP16 a ADN ya mononucleosomas reconstituidom vitro.

Estcs andlisisse realizaron como estiscrito erMateriales y Métodaos€En resumenen
los ensayos denion de lasproteinas HMGBa ADN y a mononueosomas reconstituidage
147 y 25 pb, s utilizé una cantidad determinadke cadaprobadory ademasse analizaron
diferentescantidaes de las proteinss HMGB recombinants. Lo anterior saealizd a dos
condiciones diferentes de estringencPara nuestros estudios, estringencia se refiere a la
cantidad de ADN (o nucleosomas) sin marcar (fgoje compite por la union de las proteinas
con el probador marcadBsto nos permite generar condiciongss cercass a lo que realmente
ocurrein vivo. Un nivel corresponde a la estringencia estar{tdaja estringenciajue contiene
unaminima cantidad de ADN foi(a laforma de oligonucleosorsacorto$, la cual se obtiene
luego de realizar las reconstitanes correspond a unaconcentracion de 2 ng/ul (~15 nM en
unidades de nucleosoméa) otia condicion (alta estringenciedrresponde a una concentracion
de 15 ng/u~120 nM). La razormolar existente entrel ADN frio (a la forma de unidades de
nucleosmag y el probador marcado a baja estringencia es de ~20:1 y a alta estringencia es d
~180:1, considerando que la concentracién de probador marcado es d¥~Doé diferentes
resultados de union se s#yvan porla aparicidon de bandas de mayor retardo a la del probador
utilizado.

Con el objetivo de determinda capacidad de urmdal ADN de lasproteinas HMGB
recombinantes purificadagrimeramente se utilizgrobadoresjuesolo considera la secuencia
de ADN que avuelve aloctamerade histonas en el nucleosoifi&7 pb). Cuando se obtuwvel

resultadoutilizando este probador realizadoa baja estringencia, logramasnfirmar quelas
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cuatroproteinadHMGB analizadapresentan unidoedloal ADN desnudoya que nseobservo
uniénde éstagsl mononucleosoma de 1gl¥(Figural2A).

Luegose estudi la unionde lasproteinas HMGHa diferentesconcentraciongsal ADN
de 216 pb a baja estringencia, donde se visualizé giatya se unenumaconcentracidre 5
nM (Figural2B). En cambio a altastringencia su grado de asociacion al probador es menor
(Figural2D). Cuando evaluamos la unién a mononucleosomas reconstitade este mismo
fragmento de ADN de 216b, a baja estringencia, observamos que las proté&hagA y
Nhp6B ya se unen a una concentracion de 5 nM, la proteina mestra asociacion desgg
nM y HMGB1 desdel0 nM,todaslas cualeseunen mas débil que al ADNbre (Figural2C).

En cambig al analizar la unién a alta estringencia observamos que todas las proteinas
disminuyen notoriamente su uniénpaibbador Figural2E).Es asi comdas proteinas Nhp6,

Nhp6B y HMGBL1 se unerdesdeuna concentracion d& nM y la proteina Hmol se urtesde

50 nM.

Por otro lado se analiz el factor de transcripcioguimério Gal4VP16 se une al sitio
de uniénqueestapresenteenel ADN conectordelos mononucleosomas de 216 (Bligura8B).
Para lo anterior se estdda union de diferentelsacciones deuna purificacion desta proteina
(Figural3A), observandose que las 5 fraccioaralizadaposeen un altgrado de unién a 15
nM de Gal4VvP16, cercano al 80%Un andlisis adicional parda fraccion Ela tres
concentracioneés, 15 y20 nM), mostroquea 15 nMla unién de este factor de transcripcion
guimérico a su sitio de unipren las condiciones de nuestros ensagoa muy cercanaal
maximo de unién siendo esta fracciédptimaparautilizarlaa una concentracion de 15 nM en

los ensayos posterioréSgural3B).
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Figura 12: Analisis de la union de las proteinas HMGBa ADN y mononucleosomaA) Ensayo de
retardo en gelKlectrophoreticMobility Shift Assay EMSA) paraandlisis de union de las proteinas
HMGB sobre el ADN y mononucleosoma de 1gty representando al nucleosoma sin ADN conector
(linker), en condiciones de bagstringencig2 ng/uL c oligonucleosomas cortos (SONH) EMSA
analizando launion de todas las HMGBs en estudio a un probador de ADN, bajo condiciones de baja
estringenciaC) EMSA paraanalisis de unién al probador reconstituido como mononucleosoma, bajo
condiciones de bajestringenciaD) EMSA de andlisis de union al probador de ADN, bajo condiciones
de altaestringencia(15 ng/uLSON). E) EMSAanalizando launion al probado reconstituido como
mononucleosoma, bajo condiciones de ek&ringenciaPara los ensayos de union (B, C, D & E) se
utilizo un probador de 216b (a la forma de ADN desnudo o mononucleosoma¢ posee en un
extremo la secuencia posicionadora de nucleaso601/o que posiciona el octamero de histonas en
una ubicacionateral.
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Figura 13: Unién de la proteinaGal4-VP16 a mononucleosomasA) Andlisis de uniorde diferentes
fraccionesde Gal4VP16 (10 y 15 nM) Donde E1, 2 & 3 poseen similar uni@). Titulacion para la
asociacion de la fraccién Eie Gal4vP16, concentraciones de % .20 nM. En ambos casos se utilizd

en el probador de 21b, en el cual el sitio de unién de Gal#®16 se ubica en la region de ADN linker
luego de la reconstitucion.
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3.1.4- Efecto de las proteinas HMGB sobre los diferentes tipos de remodelacion

nucleosomalgenerados poros complejos remodeladores dependientes de ATP.

Con el objetivo de responder a esta interrogantnatzarontres tiposde actividad de
los complejos remodeladores de cromatina dependientes deydd Bon
-El desplazamiento nucleosomal eis (sliding), en el cual se observa como el octamero de
histonas se mueve sobre la misma hebra de ADN.
-La transferencia de histonas, ensayo eguel se aprecia como se transfiere el octamero de
histonas de una hebra de ADN nucleosomal dadora a otra receptora.
-El desalojo de histonas o desensamble nucleosomal (eviction), en glpmdicto dé
reclutamiento dl complejo remodelador de cromatinepdndiente de ATPor partede un
factor de transcripcignse generala pérdidao desensamblelel octdimero de histonas del
nucleosomarobador

Los mmplejos remodeladores de cromatina dependientes de ATP, se obtuvieron por do:
métodos de purificacion, tidlados en Materiales y Métoddsos complejos remodeladores
RSC e ISW1, que se utiizonen este trabajo, fueron purificadpseviamentepor afinidad en
tandem (TAP)Medianteesta misma técnicae logréobtener el complej&WI/SNF purificado
(Figural4), corroboradgpor wesern blot con un anticuerpo especifico pargéptido de unién
a calmodulina presente en el epitope TAP que posee la subudidddSnfe-TAP) del
complejo SWISENF (Figural4A). Se confirmd que lasfracciones3-6 y 1116 tenian pesente
esta subunidad?or SDSPAGE tefiido corAzul deCoomassi® solucién de plataRigural4B

y C, respectivamentede cuantificd y corrobob la presencia de las diferentes subunidades del
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complejo enlas diferentes fracciongesobteniendo unabaja concentracion del complejo
SWI/SNF, inapropiada pareealizar los ensayos de remodelaci@demas la baja concentracion
de complejo no nogermitidvisualizar la falta de alguna subunidad de estaplejg cuando se
compab con el estdndate concentraciomle éste

El segundo método quse utilizd fue el de afinidaddl epitopeFlag (Figura 15). La
purificacionseconfirmden las 4 eluciones obtenidasr un gelSDSPAGE tefiido con solucion
de plata Figura 15A). Las diferentes fracciones fuer@ombinadas yconcentradgspor el
mismo método se cuantificoy compab dos cantidades diferentes del complejarificado
(Figura 15B), observandose la presencia de todas las subunidades de este complejo y un
concentracién adecuada pbra ensayaos

Paraanalizar la variacion de la actividad remodelagmadesplazamiento nucleosomal
encis de los complejos remodeladors cromatinalependientes de ATP en presencia de las
proteinas HMGB los ensayos fueron realizados a baja estringencia. Adsenasilzaron
controles de migracion de mononucleosomas, asi como de la actividad que generan est
complejospor si solos

Al analizar el complejo SWBNF se debe considerar que dctividad de remodelacion
gque esta generan por desplazamiento @s sobre el nucleosoma lateral, es desplazar el
octamero de Bit onas m8s al | 86 ddé& | elp gue BeavideBcid por la
mayor migracion del mononucleosoma cospecto al mononucleosoma sin remodelar. Para
estudiar la estimulacion de esatividad se utilizaron tres concentracioneslateproteinas
recombinante$iIMGB, especificament&0, 50 y 100 nMmediante las cuales se observé para
las variantes de levadura una leve estimulacion de la actividagidieg a 50 nM y una

remodelacion a totala 100 nM. En cambio paraplateinaHMGB1 humaraseobservo
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Figura 14: Purificacion del complejo SWI/SNF por cromatografia de afinidad en tandem Método
de purificacionen tdndemdesde levaduras que expresarpiateina TAPSnf6. A) Western blotpara
detectar la presencie la pro¢inaSnf6, con anticuerpo espéicb para el epitope TAP. B C) Andlisis
electroforéticos enajesde AA denaturante al 10% (30:B) Gel tefiido colzul deCoomassieC) Gel
tefiidocon plata.En ambos geles se obse®® (1), Std (2) y las diferentdsacciones Significado de
Std (estandar), LT (lisado total), UN (fraccién no unida) y E (elucion).
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Figura 15: Purificacién del complejo SWISNF por cromatografia de afinidad al epitope Flag
Método de purificacionFlagtag desde levaduras que expresampiateinaSnf2-Flag A y B) Analisis
electroforéticos en gelee AA denaturante al 10% (30:1¢fiides posteriormenteon plataA) Anélisis

de las 4 elucionesobtenidas de este complejo por esta purificacion. ABdlisis de laseluciones
combinaday concentradaspara realizata cuantificacion con respecto al marcador de peso molecular
PM (1), 0.5 ul deSWI/SNF (2) y 1 ul deSWI/SNF purificado(3).
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estimulaciéma partir de 10 nMTodo estocomparado con el control de actividdel complejo
SWI/SNFpor si slo (carril 3, Figural6A). Ademas se demuestra que las proteinas HMGB
si sdasno presentan ningun tipe modificacion del patron de retardo del mononucleosoma
(Figural6A).

El complejo RSCel cualpertenee a la misma familia del complejo SVBINF, presenta
un tipo de remodelaciépor desplazamiento etis similar aéste. Se analizéla estimulacion
comparand la actividadde remodelacién de RSg@or si sélo (carril 3Figura 16B) con &
presencia deosconcentracionede las proteinas HMGH15 y 100 nN, con lo cual se obtuvo
un patrénde estimulaciérsimilar en todas las proteinasl00 nM.La proteina HMGBImostr6
estimulacion desd&5 nM (Figural6B).

En el cao del complejo ISW1la actividad daemodelacién por desplazamiento @
gue genera este complejo es la de trasladar el octamero desde una posiciorutzdgrakeion
centra) lo que se evidaria por una menor migracién con respecto al mononucleosoma.lateral
La actividadde remodelaciéise analizGen presencia de las proteinas HMGB a 15 y 100 nM.
(Figura 16C). En este casse observique las proteinas Nhp6A Nhp@ no estimulanla
actividad deremodelacionEn cambiolas proteinagimol y HMGB1 generan estimulacion
notoria de dicha actividad a 100 nMrigura 16C), siempre comparandoon respecto da

actividad remodelador@el complejo por si sélo (carril Bijgural6C).
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Figura 16: Andlisis de la actividad remodeladora de cromatina dependiente de ATP por las

A) complejo SWI/SNF. B) complejo yRSC.C)
complejo yISW1Las condiciones de cada reaccg@detallan en la parte superior de cafigura A la
derecha de cada una se representa la migracion de las poblaciones de mononucleosomas. Re
nucleosomas remodelados (slid)., @oncentracién de complejo utilizado de 6 veces superior a lo
utilizado en el resto del ensayo. Todos los carrilesieoen ATPEn todas estas reacciones se adicion6
una mezcla de ADN de esperma de salni88DNA)mas oligonucleosomas largfisON), después de

la incubacion de remodelacion. Este procedimiento es comun a todos los andlisis de este tipo en los q
se preénde ver el patron de remodelaciéon del nucleosoma en lugar del patron de asociacion de lo

proteinas HMGB. A, B y O Ensays de Sliding

DNA

1 23 4 5 6 7 8 9 1011

complejos proteicos al nucleosoma (ver Materiales y Métodos para mas detalles).
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En el caso de los ensayos de transferencia de histonas, los complejos remadeladore
generan urdesplazamiento etrans del octamerode histonas dwle oligonucleosoms cortos
(SON) frios (dador) hacial fragmento de ADN de 14b marcado radioactivamente (aceptor),
observandose la aparicion de una banda de menor movilidad electroforética formada por e
mononucleosoma de 14b, en comparacion con la migracion del ADN de pb{Figural?).

En los ensayoseutilizé controles de ngracion tantode ADN comode mononucleosomas de
147 pby de la actividad que generéms complejogor si solosEn estos ensayos se prefiere
utilizar un segmento de ADN de 147 pb ya que entrega un pat®udefinido del nucleosoma

gue lo que entregangm®entos de ADN i@s largos.

Para el complejo SWBNF (Figural7A) se observa@ue las proteinas Nhp6 Nhp6By
HMGBL1 no presentan estimulacion de esietividady que por el contraripa 100 nMestas
proteinaspresentan un bloqueo ddicha actividad. En cambio la proteina Hmol a una
concentracion de 100 nihostré estimulacion dé actividad de transferencia de hisds
(Figura 17A). Todo estocuando secomparacada condiciorcon el control de activigdhdel
complejo SWISNF por si séb, donde se obsenta formacion del mononucleosoma de bb7
(carril 3,Figural7A).

En el caso del complejo RSC, se obéegue la actividad de remdelacion de este
complejose ve modificada de manera similar a lo que sucede con el complejsNEF\Wbnde
seve un bloqueade la actividad a losl50 nM en presencia das proteinas Nhpg6 Nhp@B y
HMGBL1 (Figural7B). Ademascon la proteinddmol se observéstimulacion de la actividad
de remodelaciém concentracion de 150 nM de esta HMERyural7B). Esto comparadaon
el control de actividad del complejBSC por si $lo, donde se observa la formacién del

mononucleosoma de 14b (carril 3,Figural7B).
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Figura 17: Efecto de las proteinas HMGB sobre la actividad de transferencia del a@hero de
histonas Ensaya de transferenciale histonasitilizando segmentde ADN marcado de 14@b como
aceptor de histonas y oligonucleosomas cortos como daé)raralisis para etomplejoSWI/SNF. B)
Andlisis para etomplejoRSC.Las condiciones deada reaccion se detallan la parte superior de cada
Figura A la derecha de cada una se representa la migracion de las poblaciones de mononucleosomas.
ambasFigurss, la linea Icorresponde aononucleosoma de 14 previamente reconstituido, como
control de migracion. DNAmigracién del ADN desnuddn todas las reacciones se agreg6é una mezcla
de remocién de union luego de la incubacion de remodelacion (ver leyeridguda 16 para mas
detalle).
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Posteriormente se analizé& actividad de desensamble nucleosomal del complejo
SWI/SNF, en presencia de las proteinas HMG&); condiciones de alta estringendzsta
actividad de remodelaciées generada por el reclutamiento del complejo SNIF, por parte
de un factor de transpgion (Gal4VP16) lo cual produce el desensamble deitamerode
histonas del mononucleosoma de pb6dejando el ADN de 21pb marcado radioactivamente
libre (Figural8). Para analizar este tipo de actividad se utilizanahiplescontroles comola
migracion de mononucleosomas, el efecto generado por\@dl8 por si 8lo, la presencia de
las proteinas HMGB por si solgda actividad de remodelaciaque en conjunto generan este
complejo en presencia de Gal#16.

En este ensayo se observo que miregde las proteinas HMG&timulanla actividad de
desalojo de histonapor el contraripa alta concentracion de estas proteinas (A00se ve un
bloqueo o disminucion de dicha actividdeigura 18A y B). Todo esto comparado con el
control de la actidad conjunta del complejo SVBINFy el factor Gal4vP16 (carril 4,Figura
18A y B), donde se observa tanto la formacion del mononucleosoma remopefatiding asi
como la aparicién de ADN libre de 2p6 (Figural8A y B).

Con el objeto de verificar guas condiciones del analisis de desensamble nucleosomal
eran las apropiadas, se realizaron ensayos para comprobar el grado de uniorviEL&wldl
reclutamiento de SW&NF al nucleosoma probador por parte de este factor quimérico. Uno de
estos ensayose muestra en l&igura 19A. La diferencia de este ensayo respecto de los
mostrads en laFigura 18, es que aqui no se adiciona una mezcla de remocion después de |z
incubacion con el complejo y los dem&sementos, de manera que aqusespuede apreciaa |
asociacion tanto de GaMP16 como de SWEBNF al probador. Se verifico el alto grado de

asociacion de Gal¥P16 al probador reconstituido como nucleosoRigural9A, carril 7) y la
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asociacion significativa de SVBANF al nucleosoma probador so6lo en prese del factor de
transcripcion (carriles 9 y 10).

Una de las razones por las cuales no observamos estimulacién de desepsapdrte
de las HMGB analizadas, podia radicar en lo descrito por Dechassa y colaboradores, quien
postulan quecuando el comlejo SWISNF es reclutado a un mononucleosoma por parte de
Gal4VP16, el complejo ejerce su actividsobre el ADNdel nucleosomdesdeel ladoopuesto
en que se encuentra el sitio de @mide Gal4 (Dechassa et al, 200&8)ado que el probador
utilizado enel analisis de desensamble posee el octamero de histonas hacia uno de los costad
del segmento de ADN, posibilidad de accién remodeladora deSB\YIy eventualmente la
estimulacién por parte de HMGB, se veria limitafia. consideracion a esta posibilidad de
accion remodeladora, se utilizé un probader236pb que coniere ADN linker por ambos
lados del ADN nucleosomaFigura 19B). Al utilizar el probador mencionadse repitio el
mismo resultado obtenidanteriormentecon los mononucleosomas latesa(&igura 19B), lo
que indica que la ausencia de estimulacibn de desensamble no es debida a una eventl
imposibilidad de ejercer accién remodeladora por el lado opuesto al que se asodi® Gal4
Similar a lo observado ea Figural8, aqui también se observa disminucién del desensamble a
alta concentracion de HMGB, observandose mas claramentascproteinas Nhp6A (carril 8)

y Nhp6B (carril 10), comparado con el control de actividad del complejo (carFigi)ra19B).
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Figura 18: Efecto de las proteinas HMGB sobre la actividad de desensamble nucleosomal y el
sliding de SWI/SNF. A y B) Determinacion del desplazamienta cis y desensamble nucleosomal
generado por SWHNF, en presencia déal4VP16 y cadaina de laproteing HMGB bajo condiciones

de altaestringencia(SON), analizado potelectroforesis en gede poliaciamida naenaturante (5%
AA:bis 40:1). A) Proteinas Nhp6A y Nhp6B. B) Proteinas Hmol y HMGBA4s condiciones de cada
reaccion son detallas en la parte superior de Eiglaa A la derecha de cada una se representa la
migracion de lapoblaciones de mononucleosomasi, como elADN deswudo generado por la accion
del complejo SWBNF. Rem, nucleosmas remodelados (slid\ todas las reacciones de estos ensayos
se agregd una mezcla de remocién de unién a probadores, después de la incubacion de remodelaci
consistente en SSDNA, LON y oligonucleétido con el sitio de unién consenso para Gal4 (Nea leye
Figural6 para la fundamentacion).
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Figura 19: Andlisis de la unién y la actividad de SWI/SNF. A) Ensayode union del complejo
SWI/SNF al ADN y mononucleosomasitilizando el probador de 23b. El andlisis se realizo bajo las
mismas condiciones de los ensayos de remodelacion Eiguea 18. B) Influencia de las proteinas
HMGB sobre la actividad de desensamble nucleosomabW#SNF en un contexto nucleosomal
diferente. Este ensayo de evictigiliza el probador de 23pb a modo de analizar la diferencia que
puede existir con respecto a la posicién del nucleosBeraoving mix: mezcla de remocién de patrones
de unién (ver detalles de composicion en leyendaglgal8).
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Por otro lado,ambién se analiz6 Mariacionde la accesibilidad del ADN nucleosomal
en el proceso de remodelacimediante el uso de enzimas de restriccion. Este arsdisealizo
utilizando la endonucleasa BsrBI tal como se explicklateriales y Métodas

Al analizar la variacion en laaccesibilidaddel ADN nucleosomalproducto de la
actividad remodeladorase observé que bajo las mismas condiciones en que las proteinas
HMGB estimulan actividad dsliding de SWISNF (Figura 16A) también se propiciain
aumento déa accesibilidaddel ADN nucleosomaé la enzima BsrBlgon respecto al control de
actividad(carril 6, Figura20A). Para facilitar este andlisis se sefidlamporcentajes de ADN
digerido en la parte inferiode la Figura 20A, para un ensayo representatiddemas se
muestra en ungréfica la cuantificacion él grado de digestion del ADN nucleosomal de 3
ensayos independientes entreatiservandosel aumento de accesibilidad a 100 piralas
cuatroproteinasanalizadaskn el caso de la proteina HMGRBlLaumento de la digestion del
ADN nucleosomaya se observa 80 nM (Figura20A).

Luego & analizar la variacién de accesibilidaghara la actividad de desalojo del
octamerg observamos que ninguna de estas proteinas HM&Reraun aumento en el
porcentaje daccesibilidad de ADN nucleosomal con respecto al cod&aligestion (carril 7,
Figura20B). Esto seconfirmé mediantda grafica de las cuantificaciones del grado de digestion
del ADN nucleosomal da lo menos3 ensayos independientes entreesi,los cualesno se

observa variacionesa ninguna concentracion de HMGBigura20B).
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Figura 20: Efecto de las proteinas HMGB sobre la accesibilidad del ADN nucleosomal en la
actividad de remodelaciéon.A y B) Ensayode accesibilidacara el desplazamiento y sdmsamble
nucleosomal generado por S®INF, en presencia deadauna de lagproteina HMGB, analizado por
electroforesis en gale poliacdiamida nodenaturante (5%AA:bis 40:]). A) Analisis de accesibilidad
realizado en las mismas condiciones quesltsays de actividad de sliding d8WI/SNF(realizado por
ende a bajastringencia B) Accesibilidad en el ensayo de actividad de desensamble nucleosomal y
sliding de SWI/SNF (realizado a altaestringencia como los demas ensayos que involucran
reclutamieto). Las condiciones de cada reaccion son detallas en la parte superior &@oeala la
derecha de cada una se representa la migracion de las poblacioABdN d&o digerido (uncut) y
digerido (cut) En A, 6x%, concentracion de complejo utilizado devéces superior a lo utilizado en el
resto del ensaydn B, * Corresponde a concentracion 20 nM de G&ARL6 y 4 nM de SWENF,
superior a lautilizada en el resto del engayAdemas cada imagen posee en la parte inferior de ellas un
gréfico que muestra las veces de digestion generada en cadaercastacion a la digestion del
mononucleosoma &m Las graficas representan valores promedio de tres ensayos independientes.
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3.1.5- Efectosde lasproteinasHMGB sobre la remodelacion en el gdexto de un arreglo

nucleosomal.

Estos estudios involucraban andlisisrdemodelaciérreclutadade SWI/SNF sobreun
arreglo nucleosomal marcadon e | e entuna sota biebry legodigestion con nucleasa
micrococcal (MNasppara analizar lopatrones de digestion

Para conocerlos patrones de migracioalectroforéticadel arreglo nucleosomase
analizd el arreglo 601x6 Gal4cent (Figura 21A), estudiandoel ADN del arreglo, la
reconstitucion deéste una digestion en la regidrentral delfragmento de ADN reconstituido
comoarreglonucleosomaton una enzima de restriccion de corte Unico y ubicadzdel sitio
Gal4 (Bglll) (Figura21A) y como patrérde migracion conocidatilizamos el probador de 216
pb. Mediante lo anterior se observé queldomigraba segun los patrones esperados y la
digestion en la region central del arreglo nucleosomal con Bglll daba una bandé-imica
21B).

Luego se procedida analizar la digestion del arreglo reconstituido con MNasa, a
diferentes concentracioneg bajo las condiciones en que se realizan los ensayos de
remodelacion En este analisis observamos que la sefial correspondiente a productos de
digestidn no aparecen en ninguna de lasr&entracionede MNasaestudiadag10, 13 & 15
mU/ul) (Figura21C). Sin embargose obser® que la banda que corresponde a la migracion del
ADN de 1246pb disminuye a medidgue aumentamos la cantidad de MNasaresultado
obtenido sugiere que se produce Estiagegledtd - n
marcadoadi oacti vamente y tiene una distamlgi a

cantidad de nucledtidos sobre los cuagteslria estar actuandia MNasa. El analisis de
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digestion con MNasa de arreglo nucleosommu@ realizadopor lo menos 3veces de drma
independiente uno de otrobservandose cada vek mismoefecta En este mismo ensayo se
analizaron 2 digestiones en la region central del arreglo con enzimas de restriccion de cort
anico como Sphl y Bgll{Figura21A), ubicadas a ambos extremos siéb Gal4, las cuales dan
productos de digestion de 608 y 39 respectivamentdzstos productos de digestion marcan
la regidn que deberia serodificadaen losensayos de remodelacion. También a modo de
patrén de migracion se obsemwaprobador de Apb (Figura21C).

Producto déimprevistoque se presentbon respecto a | a dige.
arreglo nucleosomal, no se continadn estos ensayos, ya que debiamoslificar el marcaje
de este con un protocoldstinto. Originalmente comestadescrito erMateriales y Métodgsse
di giri - con EcoRI y se procedi - a ndebengoar r
digerir con otra enzima, la cual debemos analizgrefundidad

Este efecto imprevisto de accion de la MNsaslare el aegglo nucleosomal hizo inviable
el continuar con los ensayos siguientds remodelacion con este probador. El tiempo
prolongado que podia significar el modificar este arreglo de secuencias posicionadoras, sumac
a que-en el momento en que se obtuvo esselltade ya se estaba en condiciones de realizar
estudiosn vivo sobre promotores de genes, nos llevo a dejar de lado la continuacion del trabajc

con arreglos nucleosomales.
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Figura 21: Andlisis dela digestion de un arreglo nucleosomal (601x6 Gal4cenf)) Representacion
esquematica del arreglo nucleosomal 601x6_Gal4cent, utilizado en estos .abalisstrella en el
extremo 56 indica el B Gaontrobde migracidrade losédiemtes fragrdeinto a c t
del analisis.Gel de AA no denaturante donde se observa el ADN de arreglo desnudo (1), arreglo
reconstituido (2), fragmento de 2p® (3) y ADN producto de ladigestién control en el centro del
arreglo nucleosomakconstituida(Bglll) (4). C) Gel de poliacrilamida no denaturante para verificar los
grados de digestion de las diferentes concentraciones de MNasa (0, 10, 13 jull§31ilB) realizadas
sobre el arreglo nucleosomal reconstituido, erctadiciones de los ensayos de renacién Ademas

se utilizaron dos digestiones con enzimas de restriccion en la region central del rancbgbsomal
reconstituido(Sphl y Bglll) (7 y 8) y el patron de migracion del fragmento de pb6(9). Las
condiciones de cada reaccion son detallas grarte superior de cadidggura A la derecha de cada una
seindicala migracién ddos diferentes fragmentos de ADN generados
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3.2- Estudiar los mecanismos involucrados en la estimulaciobn de remodelacion

nucleosomal dada por proteinas HMGB de levaduréobjetivo especifico 2, seccion 1.6.1)

3.2.1- Genereion, purificacion y cuantificacion de las proteinas recombinantes HMGB

mutante y quiméricas unidas al epitope His.

Con el objetivo de obtener las proteiaol mutante Nhp6A y Nhp6B quiméricasen
bacterias, sus secuencias codificantes fueron anggldi con partidores especificossg
utilizaronpartidoregpara amplificaun fragmentayue incluyetoda la region codificante para la
cola basica/acida da proteinddmol (caHmo1). Esta region fue subclonada a continuacién del
C-terminal de las proteinas Nhd6y Nhp@B, las que no poseessta cola béasica/acida
(Nhp6A_caHmol, Nh@B caHmol). B paralelo seobtuvo la proteina Hmol sincola
basica/acida (Hmdlca).

Una vez obtenidos los distintos productos de PCR, estos fueron digeridosscon la
enzimas de restriccion determinadas para cada uno e insertados en el veaat perido
con las nemas enzimada estrategia de clonamiento se muestra éfglara22A. Los vectores
generados se esquematizam laFigura22B, 22C y 22D Las proteinas codificadas también
contienen epitopéxHis, lo cual permitid su posterior purificacion mediante uolamna de
afinidad. Estos clonefsieron corroborados por analisis con enzimas de restriccion especificas,
gue utilizaron Sphl/Agel para corroborar las ligaciones internas de las quimepsay
confirmar la desaparicion de la cola acida la delecion y Sbl/Pstl para confirmar la

clonacion, ligacion y tamafio de los insertBgy(ra22E). Se confirmda obtencion de todos los
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vectores por la aparicion de los fragmertde digestiéresperads para cada uno de los vectores
analizadosLos clones positivokiegose verificaron por secuenciacidron un oligonucleotido
sentido (PR pQ®Olll) o antisentido (PR pQBOrev) especificos para los vectores p&
(data no mostrada

Una vez obtenidos los diferentes vectores pQES8LL, estos fueron transformados en
baderiask. coli BL21-DE3 y se procedi6 a la purificaciéon de las proteinas recombinantes como
se indica en Materiales y Métodos.

En laFigura23A se esquematizan las proteinas de levadura silvestres para compararla:
con las proteinas mutantes purificadastak proteinas mutantéseron analizags mediante
SDSPAGE y posterior tincién con Azul degoomassigasicomo por Westerhblot utilizandoun
anticuerpdirigido contra el epitope Hi®l cual esta contenido en todas las proteinas generadas.
En laFigura23B se observa, luego de la tincion con AzuCd®massiguna banda Unica con la
movilidad electroforética esperada para cada una de las proteinas generadas. Estas ban
corresponden a las proteinas HMGB mutante y quimeras en fusion a histidinas (His
Nhp6A_caHmol HissNhp6B_caHmol y Hig¢dmol Dca), lo que se confirmo en el ensayo de
Western blot ya que se observa una banda Unica y con una migracion similar a las proteine
analizadas por SDBAGE tefiido con Azul d€oomassi€Figura23C). Las distintas proteinas
purificadas fueron cuantificadas por SBAGE vy tincion con Azul d€oomassiecomparando

con cantidades conocidas &SA (Sigma).
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Figura 22: Andlisis de los vectores de expresion procarionte par#s proteinas HMGB quimeras y
mutante de delecion A) Esquema representativo del método de clonacion de las proteinas HMGB
guimeras y delecién en el vector p@EL. B, C & D) Representacién esquematica de los vectores
creados para cada proteina HM@#méicay mutante daelelecion coras posiciones de las enzimas de
restriccion utilizadas en el analisis (control). B ctroforesis ena de agarosa utilizado para analizar la
confirmacién de los diferentes clones por enzimas de restriccion para cada constructo geaeibtio.
marcalor de peso molecular, 1, 2 & 3 Nhp6a_caHmol, 4, 5y 6 Nhp6b_caHmoly 7, 8 & 9 Btaol

En la parte superior de la imagen se indican las combinaciones de enzimas utilizadas o la ausencia

digestion.
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Figura 23: Purificaciéon de las proteinas HMGB quimeras ynutante dedelecion.A) Representacion
esquematica de las HMGBs utilizadada comparaciéon con las proteinas silvestiestas soras 3
proteinas silvestres (ya descritas efigura?), 2 quimeragyNhp6A_caHmol, yNhpB_caHmol} y 1
delecion(yHmo1l1 Dca). En gris, las cajas HMG, Ay B. En gris claro, cola basicandgyig cola acida.
B y C) Analisis de la purificacion de proteinas HMGBmeras y deleciémecombinantesB) Gel de
AA denaturante paraa$ proteinas obtenidas al 12%, tefido éaml de Coomassie Las proteinas
recombinantes poseen el epitope His en-&risinal, expresadas en Bl11 Codon plus. Marcador de
peso molecular (1), Hilhp6A_caHmol (2), HisNhp&B_caHmo1l (3) y Hisdmol Dca (4).C) Western
blot de confirmacion de ladentidad de las proteina recombinants producida, con anticuerpo
espedico para el epitope Hi#lis-Nhp6A_caHmo1l (1), HisNhp6B_caHmo1l (2) y HisHmo1 Dca (3).
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3.2.2- Unién de las proteinas recombinantes HMGRileleciony quiméricas al ADN y a los

mononucleosomas reconstituidos.

Con el objetivo de determindéa capacidad de umidde lagproteinas HMGBnutantesse
analin si las proteinas quiméricas y la delecion purificadss unianal ADN vy
mononucleosomagprobadorde 216 pb con un perfil similaral de lasproteinas silvestee
(Figura 12). Al analizar la union deéstas (adiferentesconcentraciones) aADN, se logro
confirmar quelas proteinas se unen al ADN, paron un patron diferente a las proteinas
silvestres [Figura24A). Cabe destacar que se observo lena diferencia en el patrén daion
dela proteina Hmol1Dca con respecto a la proteina silvestlende sebtuvoque la proteina
delecionadase une commenorafinidad que la proteina silvest(Eigura 12B). Al analiar la
union de estas proteinas al mononucleosoma de 21@igbra 24B), se obsery que las
proteinas quiméricag la deleciébnse unen menos que las proteinas silvese®ste casmb
proteinas no formmalos mismoscomplejosde uniénque las proteinas silvestredservadgor
la aparicion depatrones deetardodiferentes para HmolDca esta diferencia es mucho mas
notoria, uniéndoseon menor afinidad que la proteina silveskigral2B).

Al consideraro anterior optanos porestudiar en detalles uniones de Hmo1l silvestre
y Hmol Dca, ya que eralas proteinasque presentalmauna mayor diferencia al hacer los
andlisisde union Cuando evaluamda union tanto al ADN como a mononucleosomas de 216
pb, en paralelo,d pioteina silvestre ya se une levemente a una concentrackihndié al ADN

y 100 nM al mononucleosoma, en cambio la proteina HiDo4 practicamente no presenta
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unién al ADN a 50 nMy a 100 nMse une muy débilmentd mononucleosoma-{gura24C),

confirmanddo que habiamos visto eoslensayosnterioes
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Figura 24: Analisis de la unién de las proteinas HMGB quimeras ynutante dedeleciona ADN y
mononucleosomasA y B) EMSA para analisis denion de todas las HMGB quimeras y delecion en
estudio A) Probador de ADN, bajo condiciones de beagringenciaB) Probador reconstituido como
mononucleosoma, bajo condiciones de leafasingenciaC) EMSAparaanalisis de unién al probador de
ADN y mononucleosoma, bajo condiciones de beg#ringenciaen paralelo entre la proteina Hmol
silvestre y la delecion HmoDca. Para los ensayos de uniéon (A, B y C) se atiliz probador de 216b

de ADN que posee en un extremo la secuencia posicionadoraldesontas 60lque permite ubicar el
octamero de histonas en una posicion lateral en el segmento de ADN, luego de la reconstitucién
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3.2.3- Andlisis comparativo del efecto de las proteinas HMGB silvestres y quimeras sobre

la accion remodeladora detomplejo SWI/SNF.

Se analizda variacion de la actividad remodeladp@ desplazamiento nucleosomal en
cis de los complejos remodeladorde cromatinadependientes de ATP emesencia de las
proteinasquimeras Nhp6A_caHmol y NhpB_caHmol, mas la delén Hmol Dca a baja
estringencia.

En este ensayo se obsgérque la remodelacion por desplazamiento as del
nucleosoma se ve afectadmmparandcel efecto que producen las proteimpsmeras o la
delecidénversusel efecto que generan sobre esta actividad las proteinas HMGB silvestres.
actividad de este complejo se estimuladapor las proteinas silvestres a partir de 50 nM
(Figural6A). En cambio en laFigura25A se observastimulacion por partde las proteias
HMGB quiméricas (Nhp& _caHmol y NhpB_caHmol)desde concentracion de 10 nM. Por
otro lado,la proteina delecionada (Hmd2Xca), mostré una menor capacidad de estimulacion
quela proteinaHmo1lsilvestre Figural6A). Ademasse demostréque las proteinaguiméricas
y delecionada no presentan ningun tipo de actividad de remodelacidrsplass

Debidoa las diferencias observadas en el efecto de las prosdirestrey la mutantede
Hmol, serealizd un ensayode remodelacién con estas proteieasparalelo Medianteeste
ensaycsecorrobob la disminuciénde la estimulacién que genera la delecion con respecto a lo
gue provoca la proteirtdmol silvestre sobre la actividad de remodelaciénigdel complejo

SWI/SNF (Figura25B).
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Figura 25: Analisis de la actividad remodeladora de cromatina dependiente de ATP por las
proteinas HMGB quimeras y delecion A y B) Ensayo de Sliding para el comple&aVI/SNFA) En
presencia de las proteinas mutantes.EB) presencia de las proteinas Hmol silvestrdelecion
(Hmo1_Dca) en paralelo. Las condiciones de cada reaccion son detallas en la parte superior de cad
Figura A la derecha de cada una se representa la migracion de las poblaciones de mononucBxosomas.
se refiere ainaconcentracion de complejoilitado de3 veces superior a lo utilizado en el resto del

ensayo. Todos los carriles contienen ATP.
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3.2.4- Efecto de las diferentes proteinas HMGB silvestres, mutango quiméricas sobre la
unién de los complejos remodeladores de cromatina dependientes de ATP al ADN o

mononudeosomas.

Con el objetivo de resolver estaterroganteprimeramentese analizé tanto lanién
directa del complejo remodelador SWMNF, asi cono la generada por reclutamiento en
presencia del factor quimérico Gal16, a alta estringencian presenciada las diferentes
proteinas HMGBsilvestreqFiguras 26A y B)

Al analizar la union directa del complejo se obsegquélas proteinas HMGB silvetre
Nhp6A, Nhp6B y HMGB1no modifican el grado denién directa del complejo a su probador
(Figura26A y B). En cambio la proteina Hmo1 silvestre es capaz de estimular ladireéta
de SWISNFal probadorjo quese observal compara el control de uidn del complejo por si
solo (carril 4, Figura26B) con 50 nM de Hmo1, donde vemos un leve aumenttaintensidad
de la bandae union Este aumento dsastantenas notorica 200 nM garril 8, Figura26B). Por
otro ladq en este mismo ensayse analiz el reclutamiento de SWBNF generado por Gai4
VP16, 0observandosque ninguna de las proteinas HMGB silvesafextan ereclutamiento de
este complejgeneradgor el factor de transcripcion quimériGal4-VP16.

Producto de lmbtenidocon launion diecta del complejo SWBNFen el analisis recién
descritq sequiso ver especificamentd queocurria con este efectie las proteinas HMGRB
baja estringencia. Paralo se realizarordos analisis.estudiandosi estasproteinaspodian
aumentar o disminula unién directa de SWABNF (Figura27A y B); seutilizé concentraciones
de 8 y 24 nM del complejaespectivamenteEn estos Brsayos se obserngue las proteinas

Nhp6 y HMGB1 nogeneramingun tipo devariacién(aumento o disminucidrenla union del
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conmplejo con respecto al contrale union(carril 3, Figures 27A y B). En cambio para la
proteina Hmol se repite el efecto observado anteriormente, confirmando que esta proteina
capaz de aumentar la unién del complejo SNF de levaduraal nucleosomaKRigura27A y

B).

Luego seanalid si las proteinas quimérisay delecionpodian afectata union del
complejq ya que queriamasvaluarel efecto que posee lale basicaicida de Hmol sobria
union del complejoKigura27C). El resultado se muestem la Figura27C, dondelas quimeras
Nhp6A_caHmol y NhpB_caHmol ncestimulan la asociacion de S\SNF, tal como ocurre
en el caso ddas proteinadNhp6 silvestres. En cambio la delecibon Hm@&ta entregbun
resultadadiferente al de la proteina silvestre, ya que no se absstimulaciénde la union del
complejo.Paraconfirmar esto Gltimo realizamas) ensayo con las proteinas Hmol silvestre y
deleciénen paraleloEn este andlisise dtuvo una confirmacion de dichresultado a 100 nM
con ambas proteinas Hmol (silvestre y delecion), donde se vasealiznmismo ensayda
diferencia entrda proteina silvestre y la mutanon ausencia de estimulacién de union por

parte de la deleciéfFigura27D, comparar carrie3, 6 y 9.
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Figura 26: Efecto de las poteinas HMGB sobre la uniéndirecta o el reclutamientodel complejo
SWI/SNF a mononucleosomaA y B) Analisis de reclutamiento ynion de SWISNF a probadorde

216 pb reconstituido comanononucleosoma. El probadposee una secuencia posicionadora 601 mas
ADN conector con un sitio de unién para Gal4. A) Gel de poliacrilamida no denaturante utilizado para
analizar la accién de las proteinas NAp6Nhp@. B) Gel de poliacrilamida no denatimte utilizado

para analizar la accion de las proteinas Hmol y HMGBL1. Se utilizaron 2 concentraciones de las HMGE
(50 & 200 nM), para estudiar la unién directa y la unién por reclutamient&al#\VP16. ADN y
monocucleosomsaolos(1 y 2), unién de SWBNF (4), union de SWBNFmas Gal4vP16 (5), unién en
presencia de Nhg6o Hmol (7- 10), Nhp@® o HMGB1 (12- 15).
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Figura 27: Efecto de las proteinas HMGB silvestres y mutantes sobre kanién del complejo
SWI/SNF a mononucleosoma. A, B, Cy D) Seultiliz6 el probadorde ADN reconstituido de 218b

gue poseda secuencia posicionadora 601 mas ADN conector con un sitio de unién para Gal4. A)
Analisis de la unién a baja conceattion del complejo remodeladdB) Andlisis de la unién a alta
concelracién de complejo remodeladadk y B) Se utilizaron 3 concentraciones de las HMGB silvestres
(10, 50 & 100nM). Mononucleosomaolo (1), union de SWEBNF (2 y 3), unidon en presencia :de
Nhp6A (4-6), Nhp@B (7-9), Hmol (1612) & Hmgbl (1315). C) Andlisis de la union a baja
concentracion del complejo remodeladatilizando 3 concentraciones de las HMGB quimeras y
delecion (10, 50 & 100 nM). Union de S\SNF (2 y 3), unién en presencia dehp6A_caHmol (46),
Nhp6B_caHmo1l (), Hmol Dca (1612). D) Analisis de la unién a baja concentbactdel complejo
remodeladar Utilizando en paralelo 3 concentraciones de las proteinas (10, 50 & 100 nM) Hmol
silvestre y delecién (HmoDca).
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3.25- Efecto de las proteinas HMGB sobre la hidrélisis de ATP de los complejos

remodeladores.

El objetivo de estanalisis fueestudar si las proteinas HMGB de levadura generan un
aumentode la hidrdlisis de ATP queproducenlos complejos remodeladores de cromatina
dependientes de ATBspecificamente SWANF,

Se analizda capacidad del complejo remodelador SYMF de levadura de producir
hidrélisis de ATR en presencia dias proteinas HMGB de levadura silvestre (NApBlhpB y
Hmo1l), quimeras (Nhpg® _caHmol y NhpB_caHmol) y lanutarte dedelecion (HmolDca)a
dosconcentraciones de cadaa(50 y 100 nM) El grado de hidrélisis de ATP se midigego
de 30 6 90 minutos de incubaciénde remodelacior(Figura 28 A y B, respectivamente)
observandose queo existe un aumento ni disminucién del grado de hidrélisis de ATP con
respecto lacontrol dehidrdlisis uilizado. En el carril 2 de ambdsguras, a modo de control, se
observa la hidrolisis de ATP generada poa mayor concentracidie complejo SWEBNF. No
se analiz6 HMGB1, ya que édiescrito que nalterala hidrélisis de ATP generada por los

complejos remodeladores de cromatina dependientes de ATP (Ugrinova et al, 2009)
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Figura 28: Efecto de las proteinas HMGB sobre la hidrélisis de ATBenerada por SWI/SNE A y

B) Hidrdlisis de ATPde SWISNF en presenciale 2 concentraciones (50 y 100 nM) e proteinas
HMGB de levaduray de 30 ng de oligonucleosomas cortos (SON). A) Hidi®lide ATP
correspondiente a 30 minutos de actividad del complejo. B) Hidrélisis de ATP correspondiente a 90
minutos de actividad del complejo SWMF. Las combinaciones de cada reaccion se detallan en la parte
superior de lagiguras. El carril 2 de cad&iguracorresponde al control positivo de hidrélisis de ATP,

realizado a una concentracion alta de SNF
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3.3.- Analizar la influencia de las proteinas HMGB sobre la remodelacion de cromatinia

vivo (objetivo especifico 3, seccion 1.6.1)

3.3.1- Influencia de las proteinas Nhp6 y Hmo1l sobre la presencia del compleg®VI/SNF

en regiones promotoras del genoma completo de levadura

El objetivo deestos estudios fuanalizar la presencia fisica de las diferentes proteinas
HMGB (Nhp6A, Nhp6B y Hmol)l del complejo SWIBNF (Snfb) de levaduraen genoma
completo por la técnica de Chihip, la cualse describe eMateriales y Métodgsteniendo
como foco principal ebeterminar silas proteinasHMGB influyen en el reclutamiento del
complejo remodeladd@WI/SNFa regiones promotoras de genes

Severificaron las diferentes cepate levadura a utilizar en este estudmr PCR para
detecion desecuencia de los genes ddas proteinas HMGBanalizadasen este rabajo. Se
consideé para amplificauna regiéndel promotor y otra del ORF de cada uno de estos genes
utilizando oligonucledétidos especificpara cada unAnexo 9). Se analiaroncepassilvestre,
mutante de deleciéry TAP-HMGB, para I cuaks se obtuveron los amplicores esperads
sélo en la cepasilvestre(Figura29A). Esto se deba que |a cepa mutante correspondenana
delecion del geen cuestioncon estoseconfirmé que las cepatenianla deleciéon de Nhp% o
Hmol. En el caso de lasepa TAP, éstaspose@ la secuencia degpitope TAP entre el
promotor yel inicio delORFde lasHMGB, por lo cual se deberia obtenerpmeductode PCR
de aproximadamente 3000 phnviable para las condiciones de PCR utilizadasego
evaluamos la cepa con la doble delecion de Rhyp6lhp&B, donde se repéron las reacciones

de PCR para los genes NHP6A y NHP6&)servando que esta cepa correspoadia doble
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delecion de ambos gen@sSgura29B). Tambiénse evali la presencia di&a proteinaSnfs, una
de las subunidades del complejo S8WF, por western ldt con un anticuerpespedico para
esta proteinagn las cepas silvestre y mutant8e observ@ue las cepas analizadagsentan
una cantidad similade esta proteingSnf), indicando que la diferentescepa posee el

complejo remodelador SWBNF (Figura29C) y sin variacion en sus niveles.

Dentro de la confirmacion das cepas TAHMGB por PCR seconfeccion6 umuevo
oligonucledtidodirigido a la secuencia del epitope TABNEX0 9) y se utilizé junto con el
oligonucledtido especifico orientad@b ORF de cada uno de los genes, obteniéndosaucto
anico de amplificacion por PCR demostrandose asjue las tres cepas TAP eran correctas
(Figura29D). Tambiéncorroboramos la presencia de fsteinas TAFHMGB, utilizando un
anticuerpoespecificopara este epitopa={gura29E). Al mismo tiempo realizamos la deteccién
de la subunida@nfs en estas cepad-igura29F), visualizandoademas dé&nf, las proteinas
TAP, ya que el epitope TAP puede ser reconocido por cualquier 1gG. Con lo anterior se
demostré que estas ceppssen las proteinas HMGRon @ epitopey ademas poseen el
complejo SWIENF (Snf5) en cantidades similar@sla cepa silvestr@g-igura29%E y F).

Luego que las cepas a utilizan los ensayos de Chéhip fugan confirmadasse
procedié con la estandarizacién da& inmunoprecipitacion de cromatina. Pagsto se
selecciomaron 2 genes en base un estudio donde se determiné por ChtRip el
enriguecimieto de Nhp6A ySnf2 en la region promotora de genesalizado por el laboratorio
de Franklin PugltVenters BJ et al, 2011). Sin embargstaeselecciopresento un problema, ya
que las cepay las condiciones de crecimiento utilizadas porsetlderian de las nuestra

Independiente de lo
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Figura 29: Analisis genético y de expresiorle las cepas de levadura parau uso en estudios de
ChIP y posicionamiento nucleosomalA) Analisis por PCR utilizando oligonucleétidos especificos
paralos genes individuales de las pro@ws HMGB de levadura a estudi@epas silestre, TAP y
delecionadgara cada casolB) PCRpara confirmata amplificacién de los oligonucleétidos especificos
de los genes NP6A y NHP6B a estudiaren cepas silvestre y la doble delecion. C) Western blot de
andlisis de los niveledel complejo remdelador de cromatina SVBANF (subunidadSnfs), en las cepas
silvestre y deleciones (simgley doble) con anticuerpo esgam para la protein&nfs. D) PCR para
confirmar la amplificacion de los genes de las proteinas HMGB vy el epitopeehABpassilvestre y

las cepas TARor oligonucledtidos especificd®nexo 9). E) Western blot para confirmar la presencia
de las proteinas HMGBAP, en las cepas silvestre y TARe@ cepas) con anticuerpo esfieoipara
esteepitope F) Western blot de confirmeaim para la presencia del complejo remodelador de cromatina
SWI/SNF (subunidadsnf), en las cepas silvestre y TAPe cepas) con anticuerpo esfieciparaesta
proteinaTodos los productos de PCR se analizaron por electroforesis en gel de agarosa.
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arterior, los 2 genesseleccionados(YLR438W e YCL064C), tenian un alto gradode
enriguecimiento déNhp6A y Snf2 en la regidon promotordara cada gen se confeccionaron
partidoresespecificos orientados a la regdonde existia un enriquecimiento de estas proteinas
(Anexo10).

En el andlisigle inmunoprecipitacion de cromatina para las proteinas 3&Rilizaron
la cepasilvestre y las tresepascon las proteinas TARMGB (TAP-Nhp6A, TAP-Nhp6B y
TAP-Hmo1). Se obtuvieronbuenos grados de inmunoprecipitado, con resultdidtiatos entre
los genes y entre las diferentpmteinas analizadag\demas el control deunion inespecifica
que en este cassolo fue la resina Ci4B, nos dio valores bajos de inmunoprecipptad
comparados con los valores de inmunoprecipitado obtenidola ¢esina IgG que se asocia a
la porcion proteina A depitope TARFigura30).

En paralelo se analizél gradode inmunoprecipitacién de cromatina para la proteina
Snf5, utilizando uranticuerpo espéfico para ellaSe estudi@na cepailvestre y las tresepas
mutantes cordeleciones de las proteinas NAp6NhpeA/NhpeB y Hmol. Mediante este
andlisis observamos ques podble realizarel ensayo deChIP con nuestra metodologia
obteniendo bu@os grados de inmunoprecipitado. Se obtresultados disimiles entre loes
genes y entre las diferentes cepas utilizaddiservandose una tendencia a la baja en la
presencia d&snfs sobre bpromotor del gen YLR438W en el caso de la mutante alded
delecion yla delecion de HmolF(gura31). Ademasel control deasociaciénnespecificgque
en este casatilizd resina con proteina G)os dio valores bajos de inmunoprecipitado,
comparados con los valores de inmunopremgjaitcon el anticuerpo a+snfb.

No se profundiza en el andlisis de los resultados especificos de cada gen, ya que ¢

analisis definitivarealizadopor ChlRchip es mucho méas completo.
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Figura 30: Andlisis de la presencia fisica de proteinas HMGRen promotores de geneselectospor
ChIP-gPCR. A y B) Los genes fueron seleccionados a partir de un estudio realizado por el laboratorio
de F.Pugh que incluy6 el analisis de presencia fisica de Nhp@¥xf2 a nivel de genoma completo,
ambos genes seleccionados presentan siwates de ambas proteinas analizadas (Venters BJ et al,
2011). A) Perfil de enriquecimiento de proteinas egftope TAP en el promotor del gen YLR438w.

B) Perfil de enriquecimiento daroteinas compitope TAP en el promotor del gen YCLO6&e sefiala

en cada dffica la pesencia de las diferentes pragsd TAP en estos genes al inmunoprecipitar con
resina Cl4B (control de union inespecifitay la resina 1IgG sefarosa como uniéspedica para el
eptope TAP.La simbologia correspondiente a lespa silvedre y TAP en cada una de las figas se
muestra en la parieferior de lafigura
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Figura 31: Analisis dela presencia fisica de&Snf5 en promotores de genes selectper ChIP-qPCR,

en funcién de la presencia o ausencia de proteinas HMGB y B) Los genes fueron seleccionados a
partir de un estudio realizado por el laboratorio deugh que incluyé el andlisis da presencia fisica

de Nhp6A ySnf2 a nivel de genoma completo, ambos genes seleccionados presentan niveles altos d
ambas poteinas analizadas (Venters BJ et al, 20A1Perfil de enriquecimiento d&nfs en el promotor

del gen YLR438w. B) Perfil de enriqguecimiento $ef5 en el promotor del gen YCLO648e sefialan

cada una ddas grdficas la presencia d&nfs en egts geres al inmunoprecipitarcon el anticuerpo
espedico paraSnfs y con el control de asociacién inespecifita simbologia correspondiente a las
cepas utilizadas en cada una de las gréaficas se muestra en iafpaotede lafigura
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Posteriormentseprocedio aa estandarizacion da técnica deChlP-chip. Paraestose
comend por el marcaje déos inmunoprecipitado(IP) y el material de partida de cada uno
(Inpud con los fluobforos Cy5 y Cy3respectivamentdal como se detalla eMateriales y
Métodos Luegq cada analisis (IP/Inputle microarreglose realizépor triplicado. De esb
réplicas seprocedié adescarr el microarreglaque presentevalores bajoen laintensidad de
marca de al menos uno de los fibforos. Por lo cualse continud con la normalizaciorfinal,
consistente en compardos valores de IPiput en general(genoma completoentre las
diferentesréplicas, para las inmunoprecipitaciones c@AP o Snfs (Figura32A y B). En el
procedimientase dotuvo una correcta correlaciomee cada una de lagplicas seleccionadas
para Is diferentesanalisis deTAP (Figura 32A) y de Snfs (Figura 32B). Los valores de
correlacion van entre el 0 y 1, siendo 1 el valor mas alto (amaridodlyalor mas bajogzul
oscurg (Figura32C). Se tomd comaorrectocualquier valor superior a 0.4, ya cegte valoise
consideracomo indicativo deina correlacion adecuada para estos ensayos

En relacion al andlisis de resultados de Gthip, se debeonsiderar que cada chip
posee 8 caseéndependientedondeseaplicanel IP e hputde cada condiciérCada uno de
estoscassetteposee 60008ecuenciade ADN diferentesconaproximadamente 10 probadores
por gen Estcs barren la extensidéde cada gerParala asignacion de las sefiales quegda los
probadoregada gen edividido en 20 bins diferentes, cuya identidad se define respecto al ORF
de cada gerB bins corresporehal promotory poseen unaxtensdn de 160 pbcada unol bin
se localiza en el TSS2 binssonvinculados al ORF1 bin se localizaen el TESy 3 bins
cubren la regiol § también poseen urextension dé.60 pbcada unokigura32D).

Como se indica con mas detalles en la seccion de Materiales y Métodos, previo a obtene

y analizar los perfiles de presencia fisica igrecimiento) de cada proteina, se realiza una
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normalizacion de todas las razones IP/Input, llevando a 1 el promedio de esta razoén. Luego,
los valores resultantes se aplica logaritmo en base 2 flacg finalmente pasar al analisis de

los resultados. ®esta forma, la presencia fisica promedio de una proteina tiene un valor de cerc
(log2 1 = 0). Un enriquecimiento del doble del promedio del genoma completo tendra un valor
de 1 (log 2 = 1), un enriquecimiento de la mitad del promedimra un valor del (log 0.5 =

-1) y asi continua.

El analisis que considerta inmunoprecipitacion de&snfs se realizd con 4 cepas
diferentes: la silvestre (BY4741), la delecién simple de NAp6la doble delecion de
Nhp6A/Nhp6B y la deleciéon de Hmol. Se obtuvo lafgra de los valores de ledIP/Inpud
V/S la posicién eros geres(bins) en genoma completo (~6600 gerfegura33A). El andlisis
arrojé como resultadque la distribucion d&nf5 en la cepa silvestre en genoma completo es
homogéneaEn cambio, en la gfi@a de genoma completde las cepas mutantes (deleciones)
observamogjue el patrén de distribucidte enriqguecimiento deSnfs baja levemente en la
regi-n promotora y en |l a regi - n(Figua33A)mfalaat e n
luz de este redtado, quisimos determinar el grado de reducciérSad® en promotores de
genes solo para aquellos genes que poseen niveles significativos de esta proteina en la ce
silvestre. Con este fise realip una agrupaciéme genes por valores de enriquecinoeté
Snf5, enfocandonos en la regién promotora y el Ti®gion en la que elomplejo remodelador
SWI/SNF tipicamente actua). Parmsto se selecciondos genes que tuvieran un nivel de
enriguecimiento dé&nfs mayor o igual a 0.5 débg (IP/Input), en culguierade los 4 bins

correspondientes gfomotorTSS,en la cepasilvestre(Figura33B). Los genes queumplieron
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Figura 32: Normalizacionde los datosdel andlisis deChlP-chip para proteinasTAP y Snf5. Ay B)

Gréica de intensidadege la correlaciorel enriquecimiento de los inmunoprecipitaddy anti TAP,

para las diferentes cepas. B) &b, para las diferentes cepas utilizadas. En ambos se comparan los
productos de sefial del IRfutentre las diferentes cepabtenidos de m andlisis de ChHehip de un
microarreglo con plataforma de alta resolucion (Agilent Technologies, Santa Clara, CA). C) Simbologia
de la correlacion que existe entre las diferentes cepas inmundpaaspy las correspondientespliéas.
Amarillo indica alta correlacion (1) y azul oscuro indica baja correlacién (0), entre los valores de las
muestras. D) Representacion esqueméatica de la distribucion de los diferentes probadores d
microarreglq los cuales son divididos en 20 bins diferentes (regione<i@ispe decada gen), y se
subdividenen 3 bins correspondientes al promotor cada 160 pb, 1 en el TSS, 12 en &él€DRFTES

y 3 en elph36 cada 160
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con este criterio son 2536. Al analizar el perfil de enriquecimien@®nfiepara estos genes en
las distintas cepasse observaue la disminuciomle esta proteinan la region promotoraue
en genoma completo era lege, hizo masotoria Figura33B). El mismo ejercicio de seleccion
de genes se hizo ahora agrupalmogenes que tuvieran un nivel de enriquecimientSmi®
mayor o igual a 1 ddbg (IP/Inpud. Los genes que cumplieron con este criterio fueron 1017.
Al analizar el perfil de enriquecimiento 8af5 para este grupo, también se encontré una mayor
reducion deSnfs en las cepas mutantes que lo encontrado con todos los gehesedevisiae
(Figura33C).

Paralelamente se compar6 el perfil de enriquecimiengnde(en la cepa silvestre) con
el perfil de enriquecimiento das proteinas TAIHMGB en suscepas correspondientes (TAP
Nhp6a, TARNhp6b y TARHmMo1). Esta comparaciéon mostré que, a diferenci&md, las
proteinas TAFHMGB engenoma completo tienen una localizacidyoritariasobre la region
promot or a yFigura34A). Alamnalizar el edil dé presencia fisicde las proteinas
TAP en los genegue poseen un enriquecimiento Siefs > 0.5 (2536 genes) se observéque
estas proteinaaumentan swenriquecimiento de la mano @&nf, si lo comparamos con el
andlisis degenoma completodestacandose ur@eponderacia enel enriquecimiento en la
region promotorgp or s obr e | aos gemesKigura 34B).6Tanmbién se antlizél
enriquecimiento de las proteinas TAR los genes copresencia d&snfs > 1 (1017 gene}
(Figura34C). Paraests se obtuvo un mayor aumentosnenriquecimientsi lo comparamos
conel grup de genesle Sns > 0.5, manteniéndosa preferencia del enriquecimiento en la

region promotora de los genésgqura34C).
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Figura 33: Perfil de enriquecimiento deSWI/SNF (Snf5) en los genes déevadura (S. cerevisiag
Analisis ChlRchip utilizandomicroarreglo de alta resolucion (Agilent Technologies, Santa Clara, CA)
Todos los analisis son mediante Gl i p en pr omot o rnes dOI®&&durg. A, B Cd e
Grédicas de enriguecimientonecepas silvestre (WT, BY4741) (negro) y cepas que poseen la delecion
simple de NhpA (rojo), la doble delecion de Nhp6y Nhp@ (azul) o la delecién simple de Hmol
(verde). A) Enriquecimiento d8&nfs en genoma completo (6600 gends)ly C) Filtrado de valores de
Snf5 en laregiéon promotora completad80 aTSS)dela cepa WT ycomparao con los valores de las
cepagnutantes delelecon. B) Snfs mayor o igual a 0.5 (log2 0.5) en cepas WT (2536 ges).C) Sns

mayor o igual a 1 (log2 1) en cepas WT (1017 genekds valores de enriquecimiento son calculados
en base a log2 de la razon inroprecipitado versus input (IRfut).
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Figura 34: Perfil de enriquecimiento de las proteinas TARHMGB de levadura y Snf5. Analisis
alta resolucion (Agilent Technologies, Santa Clara, IG%)
ORF 'y

ChIP-chip utilizando microarreglo de

gréficos muestran la ocupancia de las proteinas en estudio en relpciomanot o r ,
de levadura. A, B y Créficas de enriquecimientaecepasilvestre (WT, BY4741) (negro) y pas que
poseen la proteinBAP-Nhp6A (rojo), TAP-Nhp6B (azul)o TAP-Hmol (verde). A) Enriquecimiento de
Snfs y proteinas HMGBen genoma completd y C) Perfil de proteinas TAPy Snfs en los genes
seleccionados en ambos andlisis de enriquecimien@nfeen la region promotora complet480 a
TSS).B) Genes corbnfb mayor o igual a 0.5C) Genes corSnfs mayor o igual d. Los valores de
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enriquecimiento son calculados en base a log2 @z inmmoprecipitado versus input (IRAut).
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Tomando como base los genes eaniquecimientale Snfs mayor o igual a 0.5 (2536) o
1 (1017) se procedié a analizar en &es de estos genese observabana reduccion de
enriguecimientanayor o iguala 1 entre el valor de lgegle Snfs en la cepa silvest@VT) y €
de cada cepa mutantk delecion €stoes, una reduccion en los niveles de la proteima
consideramos como biolégicamente significativo). Este analisis auo@ disminucion
significativa del enriquecimiento de&snfb para las mutantes de delecidbn en las regiones
promotoras de varios genéBSigura 35). Ests analisisse graficaron de forma independiente
para cada cepautante, contrastandel perfil depresencia fisica d&nfs dela cepa sitestre
con el perfil dda deleciéncorrespondientesélo para los genes con reduccién significativa de
Snfs (Figura 35A y E)Para la cepa mutanseamplede Nhp@&\ seobtuw que delos 2536 genes
que tenian un enriquecimientde Snf5 mayor o igual a 0.590 presentaronreduccién
significativa (Figura 35B). En cambig cuando se analizéos 1017 genes qupresentan
enriquecimientale Snfs mayor o igual a 129 genegpresentaron reduccion significatifigura
35F). Al realizarel andlisis cora cepadoble mutante pardNhp6A/Nhp6B (doble delecionke
obtuvoque de los 2536 geneson enriquecimiento d8nfs > 0.5, 167 genes presentaresta
reduccion mas que en el caso de la mutante sirtipilgura3sC). En el caso de los 1017 genes
con enriquecimiento d&nfs > 1 el numero de genes afectados fue dgFi§ura 35G). Al
analiza la cepa mutantde deleciorde Hmo1l obtuvimos queelos 2536 genesonSnfs > 0.5,
215 genes presentaron esta reduc¢gura35D), incluso mas que los genes afectados por la
doble delecion de Nhp@Para el grpo de 1017 genes cd@nfs > 1 se obtuvo que 128 genes
presentan reduccion significativa 8af en su region promotor&igura35sH).

Si bien el numero de genes en que se vio afectada la presencia fiSo® griede

parecer bajo en términos de porcentaje, se debe tener en consideracion que los grupos de ge
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gue se tomaron como base en este andlisis (2536 gen8afson0.5 y 1017 genes cddnfs >

1) fueron definidos solamente de acuerdo a presenciagigitificativa deSnfs. En muchos de

estos genes no hay una presencia fisica significativa de alguna de las HMGB en estudio. En
seccion siguiente se incorporagate y otros criterios para la continuacion del analisis de
resultados.

Entre los genes corun enriguecimientade Snfs > 0.5 y unareduccion> 1 en el
enriguecimiento d&nfs entrela cepa silvestre y sadiferentesnutants, analizamos 6mo es el
enriguecimiento de las proteinas T-AIMGB, realizando graficas independientes para cada una
de éstagon respecto a la delecion especifiemra36). Para 090 genes seleccionados en la
cepa mutantele Nhp6A, seobservoque el enriquecimientade Nhp6A y Nhp& en las cepas
TAP esalto enla regionpromotom, al igual queSnfs (Figura36A). De hechp41 de estos 90
genes poseeralpresencia fisica de Nhp6A y/o Nhp&BL en a lo menos un bin de la region
promotora y TSSEn los167genes determinados para la cepa doble mutante deANYImGB,
observamos que glerfil de presencia fisica d¢hp6A y Nhp@ en las cepas TARwuestra un
mayor enriquecimiento localizado en la region promotora y TSS, siendo mas marst
enriguecimientoen la cepa TAMNhpB (Figura 36B). De hecho, 129 de estos 167 genes
presentan un enriquecimiento de Nhp6A y/o Nhp6R en alo menos uno de los bins de
promotor y TSSAIl analizar la cepa mutante de Hmol, en los 215 genes que poseen esa
caracteristica se observo un perfil kbealizacionde Hmol en la cepa TAP comnarcad
enriguecimientan el promotor y TS8e esbs genesKigura36C). De hecho, 160 de estos 215
genes poseen un enriquecimiento de HmOL en a lo menos uno de los bins de la region

promotora 'y TSS
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Figura 35: Perfil de ocupanciade Snf5 en genes coneduccion de enriquecimientoentre silvestrey
delecion Calculos de reduccion con los valores de presencia fisi@nfleen la regién promotora y
TSS.Ay E) Graficas proporcionales de genes con presencia de Snf5 y reduccion de éste en las diferent
deleciones. A) Snfs 0.5y E) Snf5> 1. Grafica de los pdlés de ocupancia de Snf5 para los genes que
cumplen con una reduccion seleccionadéD)BAnalisis realizado para el set de genes que poseen
ocupancia d&nfs > 0.5 (2536 genesl-H) Analisis realizado para el set de genes que poseen ocupancia
deSnfs > 1 (1017 genes)B) Delecion simple de Nh@6(90 genes)C) doble delecién Nhp&/NhpeB

(167 genes)D) delecion simple de Hmol (215 genes), Delecion simple de Nh@g6 (29 genes)G)

doble deleciéon Nhp&/NhpeB (75 genes) W) delecion simple de Hmol (12@nes).
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Figura 36: Perfil de enriquecimiento deSWI/SNF (Snf5) y proteinas HMGB-TAP de levadura en

los genes conreduccién significativa de SWISNF en las cepas mutantesA - C) Perfiles de
enriquecimiento de&nfs y de las proteinas HMGH AP en la regiorpromotora(-480 a TSS) de los
genes queen afectada la presencia fisicaStds con la ausencia de las HMGB en estudio (andlisis de
Figures 35 D, E y F)A) Perfil de distribucién de las proteinas NApBAP (rojo) y Nhp@B-TAP (azul)

en los 90 genes de tielecion simple de Nhp6 B) Perfil de distribucién de las proteinas NApBAP
(rojo) y Nhp@-TAP (azul) en los 167 genes de la doble delecién de AiNi§HEB. C) Perfil de
distribucion de la proteina HmeNAP (rojo) en los 215 genes de la delecion simjgléimol.
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3.3.2- Efecto de las proteinas HMGB sobre el posicionamiento de nucleosomas en

promotores de genes especificos.

El objetivo deeste analisisue determinar el posicionamiento nucleosomal en algunos
genesen los cuales se deterniila presencia fisica de las diferentes HMGBnf5, asi como la
influencia en laexpresionmediadapor SWI/SNF. El ensayo se basé en el trabajo de Lam y
colaboradores (Lam et al, 2008)cual se detalla ellateriales y Métodas

Mediante la utilizacién deliagramas de Venn obtenidos por el programa estadistico
OO0RG6 6 se real i zar camodd defressumemde bsdifesiegtesuatas obitenidog
por los ensayos de Chifhip. En la Figura 37A se muestra los 6600 genes en genoma
completo, subdividiéndotoen las agrupaciones de los genes que pdde®r» 0.5en la region
promotora y TSS (2536 genes) y s genes que poseé&nfs > 1 también en la region
promotora y TS$1017 genes)Cabe destacajueesos 1017 genesstan incluidos eros 2536
genes antes mencionad&s laFigura37B seutiliza sdo los 1017 genesonSnfs > 1 yen la
Figura37Clos 2536 genes que posegnfs > 0.5, analizando en amb#&sguras el acoplamiento
conlos genes quiéenenunareduccion> 1 en el enriquecimiento d&nfs entrela cepasilvestre
y la doble delecion d®Nhp6A/DNhp6B o la delecion simple d®Hmol. En ambos casos
(Figura37B y 37C) se observa que existen genes donde la presencia fisica 8&E¥él/ve
afectada por la ausencia de cualquiera de las HMGB estudiadas, Nhp6 (doble delecién) o Hmo.

Los otros analisis quse realizaromos facilitaron la eleccion de los genes candidatos
paralos estudios dgosicionamiento nucleosomdtstes se basaroen la cruza de datos de
nuestros andlisis de Chtiip yde un andlisis pamicroareglo de expresion en basecapas

mutantes de&SWI/SNF realizado por el grupo de Méton (Sudarsanam et al, 200&n este
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estudiose definierorios genes en que el coreji SWI/SNF afecta negativa positivamente la
transcripcion En la Figura 37D s muestraren un diagramade Vennlos genes de genoma
completo (~6600, los genes queson regulados negativamen{819 y los regulados
positivamente(233). Luegqg en laFigura 37E se muestra un combinacion des genes que
poseenpresencia fisica d8nfs > 0.5 (2536) conds del microareglo de expresion de genes
regulados de forma negatjvabteniéndosd 17 geneson presencia fisica denfs y que son
regulads negativamenteqr la presencia del complejo S\8MF. En el andlisisque se observa
en laFigura37F,85 genes posegresencia fisica d8nfb y sonregulados positivamente por el
complejo SWIENF.

Con los grupos de genes obtenidos (117 y 85 genes) se realiz6 un atglisis
combinacion con los grupos previamente definidosedeccion> 1 en elenriquecimiento de
Snfs entre las cepas silvestrdhp6A/DNhp6B o DHmMol (167 y 21genesrespectivamente)
(Figura37G y H). Con este andlisis se pudo definir los genesregualacion directa por parte de
SWI/SNFy que ademas ven reducida la presencia fisica de este complejo por ausencia de I
HMGB en estudio.En la Figura 37G se muestra el analisis déos genes regulados
negativamente por SWBNF, de los cualed5 coincign conla combinacion dearacteristicas
analizadas para la mutanBNhp6A/DNhp&B, y 19 genes coinciden cda combinacion de
caracteristicas analizadas paralatanteDHmo1. Al mismo tiempoen laFigura37H serealizd
el analisiscon los genes quson regulados positivamentgor SWISNF, donde vimos que
existen1l5 genes para la mutanbdNhp6aDNhp6b y22 para la mutant®Hmol. De manera

interesante, un numero minimo de genes regulados directamente p&N&Wkh afectada la
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presencia de este complejorga ausencia de Nhp6 como por la ausencia de Hmol (grupo
central en los diagramas Beyuras 37G y 37H).

A partir delos grupos de genepiesonreguladodirecta ypositivamente por SWENF
y quepresentan uneeduccionnotoria ©1) del enriquecimientde Snfs ensuregion promotora
en lascepas mutantes (15 en la doble mutante Nhp6 y 22 en la mutante Howa37 H), £
realizo la seleccion des genescandidatogara los estudios de posicionamiento nucleosomal.
Se selecciondun genpara cada condign de analisisun gen regulado positivamente por
SWI/SNFy sin reducion del enriguecimiento denfs en la region promotomn ninguna de las
cepas mutantesun gen regulado positivamente por S8NF y con unareducion del
enriquecimiento d&nfs en la regién promotoran la cepaDNhp6A/DNhp6B; un gen regulado
positivamente por SWENF y con unareducion del enriquecimiento d&nfs en la regién
promotoraenla cepaDHmMo1.

La metodologia de seleccion se detalla en Materiales y Métodos. En nesenamalizé
la presenciaspedica de Snfs enlos promotores déos genes y lovalores de enriquecimiento
de esta protein&n la cepa silvestreomoen la cepa mutante en cuesti@efomeBrowser y
tablas del ensayo de ChtiRip). Ademas se verificd gquestuviera fisicamente presente la
proteina HMGB (TAP) en cuestion en las regiones promotoras de cada gen seleccionad
(GenomeBrowser y ablas del ensayo de Chtip). Tambiénse analiz el posicionamiento
normal de nucleosom@e cadauno de loggeresseleccionadogYeastNucleosomes Database,
Segal Lab.). Esto ultimo se realipbprque no todos los genes poseen posicionamiento
nucleosomaen la region promotora facil dealizar o diluciday sobre todo por la posicion del
nucleosomal (primer nuclesoma del promotorEs asi como optamdisialmentepor trabajar

conel gen SAG1YJR004Q, el cual forma parte de la via de aglutinacion de las levaduras (Doi
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Figura 37: Andlisis de agrupaciones de genes por Diagramas de Ve Diagrama de Venn de
geroma completo, comparado con los genes con enriquecimie®ofglen la regién promotoranayor

o igual a 0.5¢afé 2536 genesy mayor o igual a 1 (verdé017 genes B y C) Diagrama de Venpara
enriquecimientgy variacion de enriquecimientde Snfs; (B) base corsSnfs mayor o igual a 1 (verde)

(C) base corsnfb mayor o igual a 0.5cafd. Ambos diagramas se conjugan con una reducoi@gor o
igual a 1de Snf5 en la doble delecién (rojo) o en la delecién simple de Hmol (azul). D) Diagrama de
Venn degenoma completo, comparado con los genes regulados negativamente [&iXSiMidradq

319 vy los genes regulados positivamente por SNF (naranjg 233). E y F) Diagrama de Venn de los
genes regulados por S\8MF con enriguecimiento d&nfs mayor o iguala 0.5, (E) negativamente
(morado), (F) positivamente (naranjo). G y H) Diagrama de Venn de los genes regulados So{F\WI/
con pesencia fisica d&nfs en estogmayor o igual a 0)5 conjugando cotos genes que tienen una
disminuciéon deSnfs en I& deleciones (G) negativamente regulados (117 genes), (H) positivamente
regulados (85 gened)elecion Nhp6A/Nhp6B (rojo), delecion simple de Hmol (azpon reduccion de
Snfb mayor o igual a 1.
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et al, 1989; Cappellaro et al, 199dpmorepresentae delos genes regulados positivamente y
dondela presencia fisica denfs no es afectadpor ninguna de las delecion&e selecciondle
gen RPS224YJL190c), proteina componente de la subunidad menor del ribosoma (40S)
(Moritz et al, 1990; Lecompte et al, @), entre los genesegulads positivamente por
SWI/SNF y donde el enrigecimiento deSnfs es afectado #&b por la doble delecion
DNhp6A/DNhp6B. Finalmente se selecciond el gen MREZBL090w), proteina componente
de la subunidad mayor del ribosoméocondrial (GreesWillms et al, 1998), gen representante
de los regulados positivamente por SBWF y donde el enrigecimiento deSnfs es afectado
sdo por la deleciéibHmo1.

Una vez selecciomnmslos genes, procedimoseatandarizar yuegorealizarla digestion
de la cromatinaon MNasade las diferentes cepas de levadaratilizar, como se indica en
Materiales y MétodasLas muestras de cromatiramalizadas correspondenaacepa silvestre
(BY4741), la cepa mutanison la doble delecion Nhp®hp6A/DNhpeB) y la cepa mutante
con la delecién simple de HmoHmo1).Lasdigestones de la cromatina que se obtuvieron se
observaren laFigura 38, donde seealizd digestiona diferentes concentracionele MNasa,
corroborandose luegla presencia déragments de ADN de ~150pb y multiplos de esta
extension(lo cual indica digestion éptima de la cromal}inde observo este patron clas 3

cepas utilizada€sl ADN de 150 pb fue purificado y utilizado en los analisis posteriores
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Figura 38: Estandarizacion de digestion de cromatina con MNasa para el analisis de
posicionamiento nucleosomalElectroforesis ena) de agarosa para determinar la correcta digestion de
la cromatina de las tres cepas de levadura wdaizésilvestre, delecion simple Hmol y doble deleciéon
Nhp6A/NhpEB). Las concentraciones de MNasa utilizagen cada reaccionedetallan en la parte
superior de laFigura A la derecha se sefialan los tamafios de los fragsndatéd\DN en mdltiplos

aproximados @ 150pb
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Para el andlisis de posicionamiento nucleosomal de cadseggmerarodiferentessets
de oligonucledétidoguyos amplicones cubreantre 400 y 600 ple la region promotora vy el
TSS decada gen(Anexo 11). Se procediéo a estandarizar las P@R @da gen por PCR
convencional, confirmandosgue estas generaban un amglidinico del tamafio esperado
(~100 pb). Para la estandarizacion se utilddN genomicode la cepa biestre yde las
digestiones de laepa silvestrede la doble delecion d®Nhp6A/DNhp6B y de la delecion
simple deDHmol Figura 39). Se gnearon 9 sets de oligonucledtidos para el gen SAG1
(Figura39A) y el gen RPS22@Figura39B), y 12 sets de oligonucledtidpara elgen MRP21
(Figura39C), observandosque cada PCR tiene upéicienciade amplificadadiferente, pero al
realizar el PCR en tiempo real (qPCéStono es un problemga que cada PCR se cuantifica
contrasu propia curva estandakdemas se obtuvoque todas las PCR realizadgasnera un
producto Unicade amplificacionlo cual es fundamental momento de cuantificar por gPCR
(Figura39). Algunas PCRconvencionaleso mostraron amplificaciéen las cepas mutantds,
que se puddeber a que en esa posiciproducto dda ausencia den nucleosomasedigirio la
cromatinapor la MNasa a una menor eficiencia de PCR o a una combinacion de ambos
factores

Finalmente se procedidraaliza el analisis del posicionamiento nucleosommadiante
gPCR, pardas regiones promotoras dada uno de los gensslecionadofSAG1, RPS22a y
MRP21) figura40). Para SAG1se analizda cepa silvestre y ambagpasmutantegFigura

40A). Para RPS22a, dacepa silvestre y la doble mutani@®Nhp6A/DNhp6B) (Figura40B).

Para elgen MRP21, lacepa silvestre y la mutantddHmol) Figura40C).
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Figura 39: Analisis por PCR de los genes seleccionados para el analisis de posicionamiento
nucleosomal. Estandarizacion de las condiciones dBCR convencional de los diferentes
oligonucledtidosggenerados para el estudio de posicionamiento nucleosomal. A) Estandarizacion de las
PCR del gen contit SAG1, realizadas con ADN gemdco cepa silvestre, ADN digerido cepa silvestre,
ADN digerido cepa doble delecion NhNhpB y ADN digerido cepa detion simple Hmol. B)
Estandarizacion de las PCR del gen afectado por la doble delecion RPS22a, realizadas con ADI
gendémico cepa silvestre, ADN digerido cepa silvestre y ADN digerido cepa doble delecion
Nhp6a/Nhp6b. C) Estandarizacion de las PCR del gen dtegiar la delecion de Hmol MRP21,
realizadas con ADN gémico cepa silvestre, ADN digerido cepa silvestre y ADN digerido cepa
delecién simple HmolEn la parte superior de caBiigurase detalla la posicion analizada por PCR en
cada genPara todas laBiguras, el ADN derivado de la digestion con MNasarresponde a ADN de
150pb purificado luego de la digestion cesta enzima
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Cada producto de PCR se cuantific6 y se graficO laslores de cada gPCR
normalizandoloscon respecto a unde los puntosanalizados(definido al azaj de cada gen
(valor 1) Ademasen cada dgifico se incorpad el perfil de enriquecimiento deénfs en todas las
cepas involucrada3ambién se incorporun esquema del posicionamiento de los nucleosomas
descrito para cada gen po el grupo de Segal (http:/genie.weizmann.ac.il/cgi
bin/gbrowse/nucleo_yeakt/

Para el gen SAGL, el cual no presenta influesclae la presencia fisica 8afs por las
proteinas HMGB, observamos que no existe ninguna diferencia ehtrpatron de
posidonamientode la cepa silvestrg el delas cepas mutanteBNhp6A/DNhpeB y DHmol).

Se obserg la presencia de 2 nucleosomas complétdsy-1) y el comienzo de un@2) (region
distal del promotor) lo que coincide entre las 3 cephservando en este ultimo nucleosoma un
desplazamiento con respecto @pleviamentalescrib paraeste gen.

Al analiza RPS22a, el cuale afectda la presencia fisica @&nf5 en la cepa que posee
la doble delecion, vemos que existe una diferedeigpsicionamiento nucleosomaintre la
cepa silvestre y la doble delecién. En el caso de estemdaFigura40B visualizamoda
presencia de 2 nucleosomas complétdsy-1) y una parte de otro en el extremo mas distal del
promotor analizadd-2). Nuestrosresultados indican que e caso de la cepa silvesties
nucleosomasl y -2 no estan pesenteslo que podria ser reflejo de encontrarse el gen activo
Sin embargoen la cepa mutante estos nucleosofrasy -2) estan posicionadosn la region
descritapor Erin Segal (Kurdistani et al, 2002)indicandoque en ese caseste gerestaria
inactivo. Por otra parte se obsetaasignificativa variacion denriquecimiento d&nfs en este

promotor entre la cepa silvestre ynlaitante delelecion
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En el casalelgen MRP21, el cuale afectada la presencia fisicaSi#b en la cepa que
posee la deleciosimple de Hmoltambiénse observajue existe una diferencia entre la cepa
silvestre y la doble deleciqfigura40C). En el caso de este gen también vemos la presencia de
2 nucleosomas complet@¢sl y-1) y un fragmento en la parte distal del promdt@). En el
caso de la cepa silvesse observa questos nucleosomas estan posicionattoana forma que
se correlacina con la situacion del gen actjiwa que este gen poseea region de asociacion
para el represor transcripcional Rp@i®ea rojg (Kurdistani et al, 2002 en la misma region
donde est posicionando ekegundo nucleosomalj. En cambig en la cepa ntante este
nucleosomasta desplazadiejando descubieresta regiorparael acceso d&pd3 sugiriendo
que en este ca®ste gen podria estar inactivo. Ademas, se obsesignificativa reduccion de
presencia fisica d&nfs en estgromotor en la regid analizada, cuando comparamascepa

silvestrecon la mutante ddelecién
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Figura 40: Analisis del perfil de posicionamiento nucleosomal y localizacion d8nf5 en los genes
SAG1, RPS22a y MRP21En cada gifico se representan ambos andlisis. Por un lado vemos en el eje
(y) de la izquierda los valores normalizadespecto de uno de los puntislas qPCR para determinar

el posicionamientanucleosomal en el eje (y) de la derecha el enriguecimiento en logZSuiB
(IP/INPUT) para la determinacién de la localizaciorSads, y en el eje (x) tenemas posicionamiento

de cada fragmento amplificado y el posicionamieestandar(obtenidos de base de data®) los
nucleosomas de cada gen. A) Perfiles para el §&iSen el que la presencia fisica de SSWNFno se
afectapor las deleciones. B) Perfiles para el gen RPS#2atado por la doble delecion NA#p68IhpeB.

C) Perfiles para el gen MRP21 afectado por la delecion de HBmodada grafico, la presencia fist@a

Snf5 se sefiala por barras; las negras para la cepa WT, las rojas para la doble delecion de Nhp6A/Nhpt
y las azules para la delecion de Hmol.
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