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ESTRUCTURA'Y FUNCION DE LA UNIDAD FUNDAMENTAL DE REPLICACION
DEL ADN (EL REPLICON) EN EUCARIOTAS

EL MODELOS DE REPLICACION

Diez afios después del descubrimiento de la estructura del ADN y poco después de
surgir los mecanismos de control de la expresion genética en procariotas Jacob y
colaboradores propusieron el modelo del replicdn, el cual trataba de explicar los
mecanismos de regulacion de la sintesis del DNA en las bacterias. El primero se
expresa a partir de un gen estructural y es un componente que difunde y regula el
inicio de la polimerizacion: el iniciador, el cual interactia con el segundo elemento,
gue es una secuencia especifica de nucleétidos en el DNA que determina el sitio en
el que comienza la sintesis: el replicador. A pesar de que el modelo del replicon se
plante¢ originalmente para comprender la sintesis del DNA de las bacterias, pronto
se extendié como posible mecanismo de la replicacion de los eucariontes. De esta
manera, se visualizdé a cada cromosoma eucarionte como un conjunto de unidades
de replicacion .

La estrategia que permitié la identificacion de replicadores en bacterias fue el
ensayo de replicacion autbnoma que consiste en clonar fragmentos del genoma en
estudio en vectores no replicantes, por lo que los replicadores se identifican en
aguellos plasmidos que adquieren la capacidad de duplicarse dentro de la célula
transfectada. Ademas, la localizacion y caracterizacion del replicador permitio
identificar facilmente al iniciador como aquella proteina con la capacidad de unirse
de manera especifica a la secuencia del replicador. Los experimentos de
autoradiografia revelaron que cada cromosoma eucarionte se duplica mediante el
disparo de cientos a miles de origenes de replicacion y que el tamafio de los
replicones de mamifero es muy heterogéneo, de 30 a 450 kilobases, normalmente
replicones adyacentes muestran patrones similares de marcaje, lo que sugiere que
las unidades de replicacion de los eucariontes podrian estar organizadas en grupos
y que cada agrupamiento dispara de manera sincronizada en tiempos particulares
durante la fase S

El replicon de la levadura

Los elementos ARS, ademas de permitir la replicacion de los plasmidos, dependen
de secuencias especificas y funcionan como sitios de inicio de la sintesis del DNA
en su contexto nativo por lo que constituyen los replicadores de la levadura, las
ARSS de la levadura se conforman por tres o cuatro repeticiones de una secuencia
consenso ACS. Una vez caracterizado el replicador de la levadura, las
investigaciones se enfocaron en la identificacion del iniciador. Asi, se descubrio un
complejo proteico que se une de manera especifica a la secuencia acs y que fue
denominado complejo de reconocimiento del origen de replicacion



El replicon de los metazoarios

las investigaciones se enfocaron en la busqueda del replicador y del iniciador de los
metazoarios. Sin embargo, el ensayo de replicacion autonoma no produjo los
resultados esperados, ya que durante el desarrollo de Drosophila melanogaster
existen multiples origenes de replicacion que no dependen de secuencia especifica.
En el caso de los mamiferos se observo una escasa actividad de replicacion en los
plasmidos transfectados que era poco reproducible Ademas, se observé que al
integrarse el plasmido transfectado de manera estable en cromosomas enddgenos
la replicacion puede iniciar de manera aleatoria dentro de la secuencia del plasmido.
Se realizaron observaciones que iniciaron una controversia sobre la necesidad de
secuencias especificas para el replicador metazoario.

El iniciador

A pesar de las dificultades para caracterizar el replicador de los metazoarios, parece
que la estructura y funcién del iniciador estan conservadas en todos los eucariontes.

En la levadura, ademas del orc, existen cerca de 20 proteinas involucradas en la
regulacion del inicio de la replicacion y hasta ahora se han identificado homologos
para la mayoria de éstas en eucariontes superiores.

Se ha observado en todos los eucariontes que la iniciacion de la replicacion esta
restringida a una vez por origen de replicacion y por ciclo celular. El control de
replicacion que evita que un origen se active mas de una vez por ciclo celular
depende de modificaciones en el orc que desestabilizan su interaccién con el origen
de replicacion

La busqueda del replicador metazoario

Una de las primeras técnicas utilizadas para detectar los sitios de arranque de la
replicacion fue la identificacion del DNA recién sintetizado en un locus de interés,
asumiendo que el replicador debe estar cerca de estas regiones. Para ello, las
células se cultivan en presencia de analogos radioactivos de nucledétidos, el dna
purificado es digerido con enzimas de restriccion y posteriormente se analiza por
autoradiografia cuales fragmentos incorporaron el marcaje. homélogos en
eucariontes superiores, desde la mosca D. melanogaster hasta el humano,
proporcion6é una prometedora estrategia para identificar al replicador de los
metazoarios al analizar las secuencias a las que el ORC se une.

Replicadores en mamiferos

El locus del gen que codifica para la dihidrofolatoreductasa (dhfr) es uno de ellos y
se ha estudiado en una cepa peculiar de las células cho. Estas células se han
seleccionado por su resistencia al metotrexato, conferida por la amplificacion de uno
de los alelos de la DHFR que se conforma por 1 000 copias arregladas en tandem.



La caracterizacion de esta region a nivel de secuencia permitié el andlisis de los
sitios de inicio de la sintesis del DNA.

Uno de los sitios la longitud de la secuencia, identificados en metazoarios es el del
locus de la lamina B2. El origen de replicacion fue identificado en una region de 1.2
kb y es activo en lineas celulares de diferentes origenes, asi como en células
primarias de humano Investigaciones mas recientes han identificado origenes de
replicacion en el locus del c-myc humano en una region de 2.4 kb

La replicacion en los eucariontes

Las primeras evidencias que indicaban que la polimerizacion del dna se lleva a cabo
en sitios fijos provinieron de una linea de investigacion diferente

fue hasta 1974 que se denomin6 matriz nuclear (MN) a la estructura que se obtenia
al lisar las células utilizando detergentes, sales y nucleasas. La MN estéa constituida
por las laminas nucleares, complejos residuales del poro, una red interna de
ribonucleoproteinas y el nucleolo residual.

Hacia un modelo del replicon metazoario

A pesar de que el orc no muestra una preferencia por secuencias especificas, los
esfuerzos por sostener el paradigma del replicon en su propuesta original han
llevado a sugerir que son otras proteinas las que dirigen al orc a sitios definidos.
Esto se ha fundamentado en algunas evidencias de proteinas que interactiian con
el orc y que parecen tener influencia sobre la eficiencia del inicio de la replicacion.



