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Figure 1 Packaging DNA. a, The 
organization of DNA within the chromatin 
structure. The lowest level of organization 
is the nucleosome, in which two 
superhelical turns of DNA (a total of 165 
base pairs) are wound around the outside 
of a histone octamer. Nucleosomes are 
connected to one another by short 
stretches of linker DNA. At the next level of 
organization the string of nucleosomes is 
folded into a fibre about 30 nm in diameter, 
and these fibres are then further folded into 
higher-order structures. At levels of 
structure beyond the nucleosome the 
details of folding are still uncertain. 
(Redrawn from ref. 41, with permission).

Contexto cromosómico
de los genes.
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Accesibilidad diferencial del DNA según actividad génica
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Southern Blot con DNA genómico de pollo

DNA de eritrocitos
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globina
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DNA de oviducto

Hipersensibilidad de genes a DNasa es tejido específica

Resistencia a DNasa dada por varios factores, compactación de cromatina
y modificaciones covalentes, p. ej., metilación en dinucleótidos C-p-G.
Análogos de Citidina (5-aza-citidina) liberan de represión al impedir metilación.

Locus Control Region (LCR) regulan accesibilidad; modulares
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Transcripción: regulada a nivel de iniciación.
Mecanismo se basa en interacciones DNA-Proteína.

Elemento o factor trans

Elemento cis

Elementos cis: 	
 permanentes, aunque de accesibilidad variable.
	
 	
 Promotor (distancia fija)
	
 	
 Enhancer (modular y variable)

Elementos trans: regulados (disponibilidad y abundancia)
	
 	
 Basales
	
 	
 Señal dependientes
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Genes clase II (RNA Pol II)

Son todos los mRNAs citoplásmicos.
Sufren procesamiento: metil-7-G (cap)
	
 	
 	
 splicing o procesamiento
	
 	
 	
 poliadenilación

Elementos cis reguladores:

•Se estudian generando constructos por DNA recombinante,
"Promoter Bashing" y "Linker Scanning Mutagenesis".

•Se usan genes reporteros y sistemas de expresión in vitro e 
in vivo
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Estudio de factores trans:
Mobility shift assay (gel retardation)
	
 Secuencia específica
	
 Debe poder competirse la unión
	
 Permite definir distribución temporal y espacial
	
 Control de especificidad por mutaciones
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Purificación en columnas de afinidad
	
 Columnas de afinidad o rastreo de genotecas de exp.
	
 Clonamiento...

Tjian lab. 1986
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Dedos de zinc

Sunday, November 13, 2011



Cierre de Leucina
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Transcripción basal
GTFs:

RNA Pol II (12 subunidades)
TFs, al menos 30 proteínas esenciales

Para Pol II se habla de TF II

Factor mas estudiado: TF IID
Se compone de TBP (TATA binding
protein) y TAFs (TBP Associated Factors)

TF IIH: actividad quinasa que fosforila
CTD (C terminal domain) de Pol II

Al menos dos modelos de
formación del complejo de
iniciación.
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II D
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Activación transcripcional:
factores transactivadores y elementos cis

•Acción a distancia
•Modulares (orientación y posición), distancias óptimas.
•Intercambiables: contexto independientes

Comportamiento teórico de elementos unidos a DNA:
efecto de concentración efectiva
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Factores transactivadores:

•Dominio unión a DNA
•Dominio activación
•Modulares

•Mecanismo de acción en eucariontes debe estar 
conservado por intercambiabilidad

•No hay necesida de interacciones específicas ni 
cambios conformacionales como producto de las 
interacciones.

Brent & Ptashne, 1985
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Experimento de 
"activator bypass" de 
Ptashne.
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Conclusiones del modelo de reclutamiento de Ptashne:

Los activadores poseen afinidad por algún componente de la 
maquinaria basal.

No se requiere un cambio conformacional de la maquinaria basal (o de 
RNA Pol II) para lograr la iniciación; basta reclutar los componentes.

Las interacciones son arbitrarias y solo la fuerza de unión (energía) 
influye en el grado de activación.

Lo que ocurre in vivo es el aumento de la concentración de los 
activadores en la vecindad del promotor y el consiguiente aumento de 
la concentración de los componentes de la maquinaria basal.

La maquinaria basal (Pol II et al) no se une al promotor 
espontaneamente.

Efecto de "squelching".
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1o 2o Tx

Histonas GTFs +

GTFs Histonas +++++

In vitro:

La transcripción no ocurre sobre DNA desnudo
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•La activación 
transcripcional en 
eucariontes requiere 
mas pasos que el 
simple reclutamiento.

•Aunque el estado 
basal es represivo, 
existen muchos 
mecanismos de 
represión específicos.
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Modificaciones de histonas
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