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Introduccién

Resumen. La replicacion del DNA es
indispensable para la transmision de la
informacion genética y permite copiar el
genoma con gran exactitud. Desde el siglo
pasado se propuso el modelo del replicon para
explicar el mecanismo general de duplicacion
del genoma en bacterias. Estudios posteriores
en la levadura permitieron identificar proteinas
y secuencias de DNA que participan en el
inicio de la replicacién en forma similar a

lo descrito en procariontes, esto condujo a
intentar generalizar el modelo del replicon

a los eucariontes. Se han descrito algunos
factores clave en el proceso de replicacién

que estan conservados desde la levadura

hasta el humano. Sin embargo, todavia no

se comprende como se determinan los

sitios de inicio de la replicacién y cudl es la
estructura del replicon en los metazoarios. En
este articulo se sugiere que la organizacién
topoldgica del DNA en el nicleo celular
determina la estructura y funcién de los
replicones en los eucariontes superiores.
Palabras claves: ADN, bucles de ADN, bucles
de DNA, cromatina, matriz nuclear, DNA

MARSs, origen de replicacion, ORC.
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Structure and Function of the Fundamental
Unit of DNA Replication (the Replicon) in
Eukaryotes

Abstract. DNA replication is necessary for
the transmission of genetic information and
thus such a process must achieve accurate
copying of the genome. Since the last century
the replicon model has been proposed in order
to explain the general mechanism of genome
duplication in bacteria. Later work in yeast lead
to identifying proteins and DNA sequences
that participate in the initiation of replication
in a similar fashion to what has been observed
in prokaryotes. This led to attempts for
generalizing the replicon model to eukaryotes.
Several key factors involved in replication

and conserved from yeast to man have been
described to date. However, as yet, it is not
understood how are determined the sites for
the start of replication nor the structure of
actual replicons in metazoans. In this article it
is suggested that the topological organization
of DNA within the cell nucleus determines the
structure and function of replicons in higher
cukaryotes.

Key words: chromatin, DNA loops, nuclear

matrix, MARs, DNA ORC.

LLa generacion de nuevas células, desde los organismos pro-
cariontes hasta los humanos, requiere de mecanismos que
dupliquen con exactitud el material genético antes de cada
division celular. La replicacion es el proceso mediante el cual
se copia el genoma, constituido fundamentalmente por el
acido desoxirribonucleico (DNA) y consiste en una serie de
pasos regulados durante el ciclo celular. Con el propésito de
comprender los mecanismos de duplicacién del genoma en las
bacterias se propuso el modelo del rep/icin. Este modelo plantea
la existencia de unidades funcionales de replicacion, las cuales
estan reguladas por elementos proteicos y secuencias de DNA

especificas que determinan los sitios de arranque de la sinte-
sis del DNA. A pesar del descubrimiento de diversos factores
moleculares involucrados en la replicacién y de los distintos
pasos requeridos para su inicio, elongacién y terminacion,
aun no se conocen los factores estructurales que establecen
las unidades de replicacion en los organismos pluricelulares.
En este articulo se discuten las evidencias experimentales a
favor y en contra de la generalizacion del modelo del replicon
a los metazoarios. Ademds, se propone un modelo en el cual
la organizacion topoldgica del DNA en el interior del nicleo
celular constituye el soporte estructural de la replicacion y por
lo tanto determina la distribucion funcional de las unidades de

replicacion en los eucariontes superiores.
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El modelo del replicén.

1. El modelo del replicon
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Diez afios después del descubrimien-
to de la estructura del DNA y poco
después de sugerir los mecanismos
de control de la expresion génica en
procariontes (Jacob y Monod, 1961),
Jacob y colaboradores propusieron el
modelo del replicin (Jacob et al., 1964;
Jacob, 1993); el cual trataba de explicar
los mecanismos de regulacién de la
sintesis del DNA en las bacterias. En

(modificado de Jacob et al., 1964).

cromosomas (modificado de Gilbert, 2004).

A. Modelo original del replicon en bacterias, se representa el gen que codifica al iniciador (- - ) y el replicador (—), la
replicacién se inicia por la interaccién del iniciador (ovalo) con el replicador y procede hasta completar el cromosoma

B. Modelo del replicon en eucariontes, debido al tamario de los cromosomas eucariontes se propuso que cada cromosoma
estd conformado por varios replicones, cada uno de los cuales es regulado por el iniciador. El iniciador es codificado
por un gen estructural y regula el inicio de la sintesis del DNA en multiples replicadores a lo largo de cada uno de los

este modelo el replicon es una molé-
cula circular de DNA (como los cromo-
somas bacterianos) que contiene dos
elementos especificos determinados
genéticamente. El primero se expresa

Ensayo de replicacién autonoma.
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Transfeccién en el hospedero y crecimiento
en el medio de cultivo selectivo

Colonias en las que el plasmido
lleva una secuencia ARS que le
permite replicarse

El genoma del organismo de interés es fragmentado e insertado al azar en plasmidos
con un marcador de seleccién que confiere resistencia en un medio selectivo. Los
pldsmidos se transfectan y las células se crecen en presencia del medio selectivo.
Unicamente sobreviviran las células que contengan un plasmido con la capacidad de
replicarse, es decir, aquellas que contengan un plasmido con una secuencia ARS. En
algunos casos hay células resistentes que no contienen secuencias ARS en el plasmido
transfectado y que obtienen esta resistencia al integrar el plasmido en uno de los
cromosomas endbgenos.
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a partir de un gen estructural y es un
componente que difunde y regula el inicio de la polimeriza-
cion: el niciador, el cual interacta con el segundo elemento,
que es una secuencia especifica de nucleétidos en el DNA
que determina el sitio en el que comienza la sintesis: el
replicador (figura 1A).

A pesar de que el modelo del replicon se planteo original-
mente para comprender la sintesis del DNA de las bacterias,
pronto se extendié como posible mecanismo de la replica-
cién de los eucariontes (Gilbert, 2004). De esta manera, se
visualizé a cada cromosoma eucarionte como un conjunto
de unidades de replicacién (replicones), en cada uno de los
cuales podria regularse el inicio de la polimerizacion a través
de la interaccién del iniciador y del replicador (figura 1B).

El valor heutfstico del modelo se hizo evidente con el de-
sarrollo de nuevas estrategias experimentales que permitieron
la identificacion en Escherichia coli de la secuencia de inicio
de replicacion OriC (Yasuda e Hirota, 1977) y de la proteina
dnaA (Chakraborty et al., 1982) como replicador e iniciador,
respectivamente, del cromosoma bacteriano. Mas tarde, se
encontré que tanto el replicador como el iniciador estin
muy conservados entre los procariontes por lo que pronto
comenz6 la biasqueda del replicador e iniciador eucarionte
(Fujita ez al., 1989; 1990; 1992).

La estrategia que permiti6 la identificacion de replicadores
en bacterias fue el ensayo de replicacion antonoma (Yasuda e Hiro-
ta, 1977), que consiste en clonar fragmentos del genoma en
estudio en vectores no replicantes, por lo que los replicadores
se identifican en aquellos plasmidos que adquieren la capa-
cidad de duplicarse dentro de la célula transfectada (figura
2). Ademas, la localizacion y caracterizacion del replicador
permitié identificar facilmente al iniciador como aquella
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proteina con la capacidad de unirse de manera especifica a la
secuencia del replicador (Chakraborty e7 al., 1982).

Las primeras evidencias experimentales que mostraban el
arreglo en tindem de los replicones eucariontes detivaron de
ensayos autoradiograficos sobre moléculas de DNA replicadas
(Hand, 1975; Edenberg y Huberman, 1975; Berezney e al.,
2000). Estos ensayos consisten en cultivar células en presencia
de analogos radioactivos de nucleétidos por un breve tiempo
(pulso); posteriormente, las células se lisan y el DNA se extrae
y extiende sobre laminillas para someterlo a autoradiografia.
Asi, ademas de observar multiples sitios de arranque de la
replicacion (origenes de replicacion) alo largo del DNA extendido,
se encontro que la duplicacion del genoma eucarionte se lleva
a cabo por horquillas de replicacién adyacentes que progresan
de manera bidireccional (figura 3).

Los experimentos de autoradiografia revelaron que cada
cromosoma ecucarionte se duplica mediante el disparo de
cientos a miles de origenes de replicacién y que el tamafio
de los replicones de mamifero es muy heterogéneo, de 30 a
450 kilobases (kb) medido en la sefial de autoradiografia del
extremo de una horquilla a la otra (Huberman y Riggs, 1968;
Taylor, 1968; Gilbert, 2004; Berezney e¢7 al., 2000). Ademas, se
observo que 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 sincroni-
zada en tiempos particulares durante la fase s (Edenberg y Hu-
berman, 1975; Berezney ¢ al., 2000). Experimentos postetiores
corroboraron el agrupamiento de los replicones mediante la
deteccion del DNA recién replicado por fluorescencia en fibras
de DNA extendidas (Jackson y Pombo, 1998). Por otra parte,
se ha demostrado que el nimero de sitios de arranque de la
replicacion alo largo de los cromosomas
eucariontes puede variar en funcién
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estudiados como modelo de los eucariontes. Asi, se obtuvo
la clonacién de secuencias autébnomas replicantes (ARS por
sus siglas en inglés). Los elementos ARS, ademds de permitir
la replicacion de los plasmidos, dependen de secuencias es-
pecificas (Celniker ez al., 1984; Marahrens y Stillman, 1992) y
funcionan como sitios de inicio de la sintesis del DNA en su
contexto nativo por lo que constituyen los replicadores de
la levadura (Huberman ef a/., 1988).

Las Arss de la levadura se conforman por tres o cuatro
repeticiones de una secuencia consenso ACS (ARS consensus
sequence) y varios elementos “B”. La secuencia ACS es rica
en A-T y consiste en 11 pb ([a/1] TrTAT [A/G] TTT [A/T]),
mientras que los elementos B son secuencias conservadas
que probablemente contribuyen al desenrollamiento de la
doble hélice en el inicio de la replicacion, al funcionar como
secuencias de facil desentrollamiento denominadas elementos
DUE: DNA Unwinding Element (Bell y Dutta, 2002; Biamonti
et al., 2003).

Una vez caracterizado el replicador de la levadura, las in-
vestigaciones se enfocaron en la identificacion del iniciador.
Asi, se descubrié un complejo proteico que se une de manera
especifica a la secuencia ACS y que fue denominado complejo
de reconocimiento del origen de replicacion, ORC por sus siglas
en inglés (Bell y Stillman, 1992). Ademas, se ha demostrado
que el complejo ORC se une preferentemente a secuencias que
contienen origenes de replicacion (Lee y Bell, 1997). El orc
es un hetero-hexamero compuesto por las proteinas Orcl-
Orc6 e interactia especificamente con los elementos ACS y B
de la levadura en una regién de aproximadamente 30 pb. La
unién del ORC con el DNA requiere al menos de las proteinas
Orc1-Orc5 y aunque la Orc6 sélo parece requerirse durante
la replicacion; la interaccién del ORC con el DNA permanece

IM Ensayo de autoradiografia de DNA recién replicado.

de la etapa del desarrollo (Stambrook
y Flickinger, 1970; Blumenthal ez al.,
1974). Esto indica que la duplicacion
del genoma eucarionte implica un ma-
yor grado de complejidad dificilmente
ajustable al modelo del replicén en su
propuesta original.

2. El replicén de la levadura
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Poco después de la identificacién de

los elementos del replicon en bacte-
rias se realiz6 el ensayo de replicacién
autéonoma en la levadura Saccharonzyces
cerevisiae, uno de los organismos mas

En la parte superior se muestra el resultado tipico de un experimento de autoradiografia sobre DNA recién replicado y
extendido en una laminilla. La intensidad del marcaje se extingue conforme va agotédndose la cantidad del nucleétido
radioactivo, lo que indica la direccién de la replicaciéon. Las flechas indican la posicion de dos sitios de inicio de la
replicacién a lo largo de un segmento de DNA.

En la parte inferior se esquematizan las horquillas de replicaciéon del experimento de la parte superior, se muestra
que el nimero de marcas (®) es mayor al inicio del pulso.
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estable durante todo el ciclo celular. Al comienzo de la fase
G1 la proteina Cdc6 se asocia al ORC y entonces recluta seis
proteinas Mcm (proteinas de mantenimiento de minicromo-
somas). Posteriormente, Cdc6 es reemplazada por Cdc4 por
medio de la actividad de la kinasa Cdk1/Ckb5 para formar el
complejo de pre-replicacion (pre-RC), que es activado por la
kinasa Cdc7/Dbf4 para iniciar la replicacién (DePamphilis,
1998; Bell y Dutta, 2002).

A pesar de la evidente complejidad de la replicacion en
eucariontes, el descubrimiento del replicador de levadura
(Struhl ez al., 1979) y mas tarde la identificacion de su iniciador
(Bell y Stillman, 1992) apoyaron la generalizacion del modelo
no solo a los eucariontes inferiores, sino a los vertebrados
superiores con la expectativa incluso de llegar a comprender
el mecanismo de duplicaciéon del genoma humano.

3. El replicén de los metazoarios

Al demostrar que las predicciones del modelo del replicon
se cumplian en eucationtes inferiores, como la levadura, las
investigaciones se enfocaron en la busqueda del replicador
y del iniciador de los metazoatios. Sin embargo, el ensayo de
replicacién auténoma no produjo los resultados esperados,
ya que durante el desarrollo de Drosophila melanogaster exis-
ten multiples origenes de replicaciéon que no dependen de
secuencia especifica (Blumenthal e 4/, 1974); asimismo, los
primeros experimentos realizados en ovocitos de Xengpus laevis
demostraron que cualquier secuencia podtia funcionar como
origen de replicacion, incluso secuencias de origen bacteriano
(Hatland y Laskey, 1980; Mechali y Kearsey, 1984; Hyrien y
Mechali, 1992; Mahbubani ¢ @/.,1992). En el caso de los ma-
miferos se observo una escasa actividad de replicacion en los
plasmidos transfectados que era poco reproducible (Gilbert y
Cohen, 1989; Masukata ¢f al., 1993). Ademas, se observé que
al integrarse el plasmido transfectado de manera estable en
cromosomas end6genos la replicacion puede iniciar de manera
aleatoria dentro de la secuencia del plasmido (Krysan y Calos,
1991). Estas evidencias sugieren que la determinacion del sitio
de inicio de la replicacion en el genoma de los metazoarios no
depende de secuencias especificas.

Mas tarde se realizaron observaciones que iniciaron una
controversia sobre la necesidad de secuencias especificas
para el replicador metazoatio. El analisis de la replicacion
de una regién amplificada en una linea celular derivada de
células de ovatio de hamster (células CHO), logré establecer
que el inicio de la replicacion podia localizarse en sitios
discretos sugiriendo la existencia de secuencias especificas
que funcionan como replicadores en los mamiferos (Heintz
y Hamlin, 1982). Estudios subsecuentes en las células CHO

produjeron resultados contradictorios. Por un lado, se genera-
ron evidencias que sugieren que la iniciacién de la replicacién
ocurre en sitios especificos (Burhans ¢ a/., 1990; Kobayashi
et al., 1998); mientras que en otros ensayos se demostro que
la replicacion puede iniciar en cualquier sitio (Vaughn ez al,
1990; Dijkwel ez al., 2002). Debido a estas discrepancias, se
ha propuesto que algunos de los métodos de mapeo son
menos sensibles y unicamente detectan los sitios que se
activan con mayor frecuencia (Gilbert, 2001; Dijkwel e a/,
2002; Gilbert, 2004).

Por otro lado, estudios en D. melanogaster demostraron que
los origenes de replicacion pueden cambiar de acuerdo con
la etapa de desarrollo de la mosca (Blumenthal ez al., 1974)
orientandose a sitios mas discretos conforme avanza la onto-
genia del organismo (Sasaki ¢f al., 1999). Asimismo, en el caso
de X. Jaevis se demostrd que existe aleatoriedad en el uso de
los origenes de replicacién en embriones tempranos (Hyrien
y Mechali, 1992), 1a cual es sustituida por un patrén de inicio
de la sintesis de DNA mas localizado después de la etapa de
blastula (Hyrien ez al., 1995). Considerando estas observa-
ciones se planted que existen mecanismos que establecen el
patrén de replicacion en funcion del desarrollo.

3.1 El iniciador

A pesar de las dificultades para caracterizar el replicador de los
metazoarios, parece que la estructura y funcion del iniciador
estan conservadas en todos los eucariontes (Bell y Dutta,
2002; Diffley y Labib, 2002). Se han encontrado homélogos
del ORC de levadura que son necesarios para la iniciacién de
la replicacion en X. Jaevis (Romanowski e# al., 1996; Rowles
et al., 1996; Carpenter et al., 1996), en D. melanogaster (Pflum y
Botchman, 2001; Landis ¢# a/., 1997; Chesnokov e7 al., 1999)
y en células de humano el homologo del ORC es necesario
para la replicacién del genoma de virus infecciosos (Dahr
et al., 2001).

Enlalevadura, ademas del ORC, existen cerca de 20 protei-
nas involucradas en la regulacién del inicio de la replicacion
y hasta ahora se han identificado homélogos para la mayorfa
de éstas en eucariontes superiores. Mediante mutaciones
genéticas se ha demostrado que los homologos son reque-
ridos para iniciar la replicacién en todos los eucariontes
analizados (DePamphilis, 1998; 2003). No obstante, existen
diferencias entre los metazoarios y la levadura: en X. /aevis y
en mamiferos el ORC tnicamente se asocia con el DNA en G1
y es liberado de la cromatina en la mitosis (Romanowski e#
al., 1996; Abdurashidova e a/., 1998). En X /aevis 1a unién de
las proteinas Mcm requiere otro componente para ensamblar
el complejo pre-RC: el RLF-B. Ademis, en los metazoatios el

pre-RC se forma por la actividad del complejo de la cinasa
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Cdk2/Ciclinas A, E en lugar de Cdk1/Clb5 (DePamphilis,
1998; Diffley y Labib, 2002).

Por otro lado, se ha observado en todos los eucariontes
que la iniciacién de la replicacién estd restringida a una vez
por origen de replicacion y por ciclo celular. El control de
replicacién que evita que un origen se active mds de una vez
por ciclo celular depende de modificaciones en el ORC que
desestabilizan su interaccion con el origen de replicacion. En
levaduras estas modificaciones consisten en la fosforilacion
del OrC por medio de la actividad de la cinasa Cdk1/Clb5;
ademas Cdc6 es fosforilada al liberarse del pre-RC y posterior-
mente se ubiquitiniza y degrada. En X. /evis el ensamblaje del
pre-RrC libera al ORC que es fosforilado y degradado. En ma-
miferos el cDC6 fosforilado es exportado del nucleo durante
la fase s y el ORC es degradado después de su ubiquitinacién
(DePamphilis, 2003).

3.2 La basqueda del replicador metazoario

Al fallar el ensayo de replicacion auténoma, surgio la nece-
sidad de desarrollar nuevas herramientas para llevar a cabo
el mapeo de los origenes de replicacién en metazoarios
(DePamphilis, 1993). Sin embargo, los resultados infructuo-
sos en la busqueda de ARS parecian indicar de manera clara
que el replicador de eucariontes superiores no depende de
una secuencia particular y que la eleccién del sitio de arranque
de la replicacion es al azar.

Una de las primeras técnicas utilizadas para detectar los
sitios de arranque de la replicacion fue la identificacién del
DNA recién sintetizado en un locus de interés (de secuencia
conocida), asumiendo que el replicador
debe estar cerca de estas regiones. Para
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de restriccién y separar los fragmentos por peso molecular
en un gel de agarosa (1D). El bNA que no se ha replicado
producira fragmentos lineales que en la segunda separacion
(2D) forman una linea diagonal; mientras que el DNA repli-
cado tendrd formas no lineales (formas de “Y” o “burbujas”
dependiendo del sitio del corte en la horquilla de replicacion)
que migran de manera aberrante (figura 4). Los patrones de
migracion son identificados mediante transferencia e hibri-
dacion tipo Southern utilizando como sondas regiones del
locus de interés (Brewer y Fangman, 1987). La sensibilidad
de esta técnica inicamente permite identificar regiones muy
grandes de arranque de la replicacion (~50 kb), por lo que el
inicio preciso podria estar en cualquier sitio del fragmento
(Dijkwel y Hamlin, 1996; Huberman, 1997; DePamplhilis,
1998; Cook, 2001).

El descubrimiento del iniciador de S. cerevisiae y de sus
homélogos en eucariontes supetiores, desde la mosca D.
melanogaster hasta el humano, proporcioné una prometedora
estrategia para identificar al replicador de los metazoarios al
analizar las secuencias a las que el ORC se une. Asi, surgieron
evidencias que mostraban una asociacion preferencial del ORC
con ciertas secuencias en D. mwelanggaster (Austin et al., 1999) y
en humano (Abdurashidova e a/., 2003). Sin embargo, estu-
dios mas recientes han demostrado que en ambas especies
el ORC no se une de manera especifica a alguna secuencia
en particular, sino que depende de la topologfa del DNA ya que
se une preferentemente a regiones con hiperenrollamiento
negativo. Asimismo, existen evidencias de interacciones del
ORC con diferentes protefnas involucradas en la remodelacién

m Mapeo de origenes de replicacion en electroforesis de agarosa 2D.

ello, las células se cultivan en presencia

A

de analogos radioactivos de nucle6ti-

1D (separacion por

dos, el DNA purificado es digerido con

enzimas de restriccion y posteriormen-

te se analiza por autoradiografia cuales
fragmentos incorporaron el marcaje.
Al dar pequefios pulsos del nucle6tido

Prueba 1 Prueba 2 ——  peso muscular)
Prueba 1
-=Sl

Prueba 2

radioactivo en células sincronizadas es

posible identificar las regiones de inicio

de la replicacién (Heintz y Hamlin,
1982; Dijkwel y Hamlin, 1996).

T

Mis tarde sutrgieron diversas estrate-
gias experimentales, entre las cuales una
de las mas utilizadas fue el mapeo de
origenes de replicacion por electrofore-
sis en dos dimensiones en agarosa. Este
ensayo consiste en aislar DNA de células
proliferantes, digerirlo con enzimas

2D (separacién por forma) g

Origen de
Replicacion

En A se representa una regiéon de DNA en diferentes tiempos durante la replicacion. La region de interés se digiere con
enzimas de restriccién (flechas) y los fragmentos son analizados por electroforesis de dos dimensiones y transferencia
de Southern utilizando sondas complementarias a la regién de interés.

En B se muestra el patrén de hibridaciones que se obtiene en la transferencia de Southern. Los fragmentos lineales
de diferentes tamafios (a y e en A) hibridan a lo largo de la linea diagonal, mientras que los fragmentos que derivan de
distintas posiciones de una horquilla de replicaciéon migran de manera aberrante e hibridan en diferentes posiciones
alo largo de las lineas curvas (b, c, d, f, g, h) (tomado de Cook, 2001).
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de la cromatina, por lo que se sugiere un papel del ORC en
el establecimiento de las diferentes configuraciones de la
cromatina (Vashee ¢7 al., 2003; Remus ez al., 2004).

Con el surgimiento de nuevas herramientas de la biologfa
molecular se han diseflado diversas técnicas para el mapeo
de los origenes de replicacion, esto ha hecho mucho mas
sensible la deteccion (Bielinsky y Gerbi, 2001); sin embargo,
hasta ahora no se ha tenido éxito en la basqueda del replica-
dor de los metazoarios. Mas aun, se han observado notables
diferencias en la identificacion de los origenes de replicacion
de acuerdo con los métodos utilizados (Gilbert, 2004).

3.3 Replicadores en mamiferos

A pesar de la intensa busqueda del replicador de los meta-
zoarios, hasta ahora sélo se han logrado caracterizar unos
cuantos sitios de inicio de la replicacién relativamente
especificos. El locus del gen que codifica para la dihidro-
folatoreductasa (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 amplificacién de uno de los alelos de la DHFR que se
conforma por 1 000 copias arregladas en tandem (Mildbrant
et al., 1981; Dijkwel y Hamlin, 1996). La caracterizacion de
esta region a nivel de secuencia permiti6 el analisis de los
sitios de inicio de la sintesis del DNA. Asi, se ha identificado
una zona de 55 kb en la cual comienza la polimerizacién de
manera deslocalizada, pero con tres sitios mas frecuentes de
arranque de la replicacién que se han denominado or-g, ori-ff
y ori-y (Anachkova y Hamlin, 1989; Dijkwel y Hamlin, 1996;
Kobayashi e# al., 1998; Li ez al., 2000). Ademas, se encontrd
que diferentes segmentos de esta region pueden funcionar
como replicadores de manera ectépica al integrarlos de mane-
ra estable en otros cromosomas (Handeli 7 a/., 1989; Altman
y Fanning, 2001). No obstante, al realizar deleciones dentro
de esta region eliminando los sitios de arranque o77-f, ori-ff’ y
ori-y de manera independiente, e incluso en su totalidad, no
se altera el inicio de la replicacion del locus (Kalejta ez al,
1998; Mesner ¢t al., 2003).

Otro de los sitios de arranque de la replicacion identificados
en mamiferos se encuentra en el locus de la f-globina humana, el
cual consiste en cinco genes de expresion eritroide especifica.
Este locus presenta un patrén de expresion finamente regu-
lado durante el desarrollo y contiene elementos de regulacion
transcripcional distantes; por ello se ha convertido en uno de
los dominios génicos mejor caracterizados en el humano (Li
et al., 2002). Uno de los elementos de regulacion transcripcio-
nal, la regién de control del locus (LCR), participa también en
la regulacion de la replicacién ya que al eliminatlo se inhibe
la expresion en las células eritroides y la replicacion del locus

se retrasa durante la fase s (Forrester e al., 1990; Aladjem e#
al., 1995). Posteriormente, se estableci6 el sitio de inicio de la
replicaciéon en una region de 8 kb (denominada 1R) entre los
genes de expresion adulta del locus y se observo que su dele-
ci6én suprime la replicacién por completo (Kitsberg ez af., 1993;
Aladjem e al., 1995). Al igual que las secuencias replicadores
del locus de la DHFR , la secuencia IR puede funcionar como
sitio de inicio de la sintesis del DNA de manera ectopica (Al-
adjem ez al., 1998). No obstante, el ortélogo murino del locus
de la f-globina parece presentar multiples sitios de inicio de la
replicacion y la delecion de la region IR no afecta la duplicacion
del locus (Aladjem ef al., 2002), lo que indica que, a pesar del
alto grado de conservacion del locus, la funcién del replicador
no se comparte entre estos organismos. Estudios recientes en
el locus de la f-globina humana indican que existen elementos
distantes involucrados en el control de la replicacion de esta
region, y que tales elementos no residen en la region del LCR
(Cimbora et al., 2000).

Uno de los sitios de inicio de la replicacién mas especi-
ficos, en cuanto a la longitud de la secuencia, identificados
en metazoarios es el del locus de la lamina B2. El origen de
replicacion fue identificado en una regién de 1.2 kb (Giacca
et al.,1994; Abdurashidova ez al., 2000) y es activo en lineas
celulares de diferentes origenes, asf como en células primarias
de humano (Kumar ¢ al., 1996). Ademas, se ha observado
la interaccion de este origen de replicacién con proteinas
que conforman el ORC humano (Abdurashidova ez al., 2003);
asimismo, la regién de 1.2 kb puede funcionar como repli-
cador en otros sitios del genoma y parece contener varios
elementos que en conjunto regulan el arranque de la sintesis
del DNA (Paixao e7 al., 2004).

Investigaciones mds recientes han identificado origenes de
replicacion en el locus del ¢-zyc humano en una region de 2.4
kb (Tao et al., 2000). En vectores transitorios o integrados
se ha observado que esta regién funciona como replicador
con multiples sitios de inicio (Trivedi ez a/., 1998; Malott et
al., 1999). Se ha propuesto que esta region esta conformada
por diversos elementos que cooperan para regular el inicio
de la replicacion (Liu e# al., 2003).

Hasta ahora se han descrito cerca de 20 origenes de replica-
cién en mamiferos y, aunque se ha demostrado que algunos de
ellos pueden funcionar como replicadores, no se ha observado
alguna secuencia consenso que los defina. Debido a que en
replicadores identificados en mamiferos se observa la coope-
racién de distintas secuencias para regular el origen de la repli-
cacion (Liu ez al., 2003; Paixao ez al., 2004; Altman y Fanning,
2004), se ha planteado que el replicador de los metazoarios
depende de secuencias especificas divididas en médulos no
redundantes que cooperativamente dirigen la iniciacién de la
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replicacion a regiones localizadas en sitios discretos (Aladjem y
Fanning, 2004; Aladjem, 2007). Sin embargo, la tnica caracte-
ristica compartida entre todos los replicadores de eucariontes
es la riqueza en nucle6tidos A y T.

4. El contexto de la replicacion

El proceso de la replicacion en los organismos vivos no ocurte
como en el tubo de ensaye. Las bacterias tienen que replicar
su cromosoma de una manera coordinada al crecimiento de la
membrana y la pared celular para poder segregar el genoma du-
plicado de manera adecuada en la siguiente generacion (Ding-
man, 1974; Jacob, 1993). En los eucariontes la replicacion tiene
lugar sobre un templado que esta muy organizado en el interior
del nucleo; mas aun, la interaccion del DNA con el octimero de
histonas debe removerse conforme avanza la polimetizacion,
lo cual reduce notablemente la tasa de replicacion. Ademas,
el genoma de los eucariontes se replica siguiendo un patrén
temporal regulado durante la fase 8 del ciclo celular; esta fase
puede dividirse al menos en dos perfodos, durante la primera
mitad se replican las regiones ricas en genes que normalmente
son regiones abiertas de la cromatina (eucromatina), mientras
que la heterocromatina se replica en la fase s tardia (Berezney
et al., 2000; Woodfine ¢f al., 2004).

Por otro lado, se ha planteado que el modelo cominmente
aceptado del mecanismo de replicacion implica problemas
topoldgicos para las cadenas recién sintetizadas; esto debido
a que involucra el movimiento de las polimerasas sobre el
templado. Sin embargo, ello generarfa estrés torsional en el
templado en ambos lados de la horquilla que podtia gene-
rar que las cadenas resultantes se enredaran entre si siendo
imposible separatlas. El estrés torsional es resuelto por la
accion de las topoisomerasas, nucleasas que cortan de manera
transitoria el DNA para permitir su rotacion. No obstante, el
movimiento de una maquinaria de replicacién de enorme
tamafio implicarfa un elevado gasto energético, mas aun si
se consideran dos maquinarias por horquilla sintetizando en
direcciones opuestas sobre el templado. Por ello se sugiere
que las enzimas de copiado permanecen inméviles en gran-
des complejos macromoleculares denominados fibricas de
replicacion, mientras que el DNA es el que se mueve hacia estas
fabricas de manera progresiva y las abandona conforme va
siendo duplicado (Dingman, 1974; Cook, 1999 y 2001).

Desde que se propuso el modelo original del replicon de
las bacterias se sugirié que las DNA polimerasas debfan estar
fijas, probablemente unidas a la membrana, para facilitar el
control de la iniciaciéon de la polimerizacion y la distribu-
cion de las copias del genoma en las nuevas células (Jacob
et al.,1964; Dingman, 1974; Jacob, 1993). Pronto surgieron
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evidencias experimentales que sefialaban el anclaje del cro-
mosoma bacteriano a la membrana, asi como de proteinas
involucradas en la iniciacién de la replicacion (Dingman,
1974; Jacob, 1993). Recientemente, se ha comprobado 1z vivo,
mediante la fusion de las polimerasas con proteinas fluores-
centes, que la maquinaria de replicacion de las bacterias esta
fija (Lemon y Grossman, 1998) y que es el templado el que
se mueve hacia ella para ser duplicado (.emon y Grossman,
2000). Experimentos similares en levadura han revelado que
también es el DNA el que se mueve para ser replicado, mientras
que la maquinaria de replicacion permanece fija (Kitamura
et al., 2000).

4.1. La replicacion en los eucariontes

Las primeras evidencias que indicaban que la polimerizacién
del DNA se lleva a cabo en sitios fijos provinieron de una linea
de investigacion diferente. Estudios de la década de 1940
mostraron la existencia de una estructura que aparentemente
era la responsable de mantener la forma y el volumen nuclear
(Zbarskii, 1998). Sin embargo, fue hasta 1974 que se deno-
miné matrig nuclear (MN) a la estructura que se obtenia al lisar
las células utilizando detergentes, sales y nucleasas (Berezney
y Coffey, 1974). L.a MN estd constituida por las laminas
nucleares, complejos residuales del poro, una red interna de
ribonucleoproteinas y el nucleolo residual (Berezney ef al.,
1995; Nickerson, 2001).

Casi al mismo tiempo, estudios independientes demostra-
ron que la cromatina presenta un comportamiento helicoidal
similar al de las moléculas circulares de DNA (como los cro-
mosomas bacterianos y mitocondriales), es decir, que el DNA
humano esta dividido en subunidades superentolladas en
forma de asas o bucles (Cook y Brazell, 1975; Cook y Brazell
1976). Este comportamiento sugirié que el DNA estd for-
mando bucles anclados a la MN, lo que es consistente con las
observaciones por microscopia de fluorescencia de nuclevides
(MNs extraidas sin el uso de nucleasas para conservar el DNA).
Al tefiir estas estructuras con agentes intercalantes del DNA
los bucles se desenrollan formando halos fluorescentes que
rodean a la MN (Cook e7 al., 1976; Vogelstein ez al., 1980).

Poco después, se establecié una asociacion del DNA recién
sintetizado con la MN, ya que el marcaje de la cromatina
en replicacién con isétopos radioactivos revelé que el DNA
recién replicado se encuentra estrechamente asociado a la
MN (Berezney y Coffey, 1975; Smith ez a/., 1984; Razin ¢f al.,
1986). Mas aun, al progresar la sintesis del DNA el marcaje se
va extendiendo de la subestructura nuclear a la periferia, lo
que sugiere que el DNA se mueve a través de complejos de
replicacion fijos en la MN (Pardoll ez al., 1980; Vogelstein ez al.,
1980; McCready ez al., 1980). El anclaje de la maquinaria de
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replicacion a la MN es apoyada por evidencias que muestran
la asociacién de diversos componentes de la maquinaria
de replicacién con la MN, como DNA polimerasas, primasas,
el antigeno nuclear de proliferacion celular (PCNA) y la to-
poisomerasa-1l (Tubo y Berezney, 1987; Hozak et al., 1994,
Anachkova ez al., 2005). Se ha establecido una correlacién
entre el tamafio promedio de los bucles con el tamafio tipico
de los replicones (Buongiorno-Nardelli ez a/., 1982). Esto
sugiere que la organizacion del genoma en bucles anclados
a la MN establece regiones independientes de DNA, las cuales
podrian constituir las unidades funcionales de replicacion en
eucariontes superiores, es decir que cada bucle corresponde
a un replicon (Razin, 2001). Con el desarrollo de métodos
que permiten establecer la posicion de diferentes secuencias
con respecto a la MN (Maya-Mendoza y Aranda-Anzaldo,
2003), se han obtenido evidencias que apoyan la idea de que
cada bucle constituye un replicon. Asi se ha observado que
todas las secuencias examinadas se acercan a la MN durante
la fase de sintesis del DNA y que posteriormente regresan a
sus posiciones originales una vez concluida la replicacion
(Maya-Mendoza ef al., 2003).

Al igual que los origenes de replicacion los sitios de anclaje a
la MN no muestran una secuencia consenso, son regiones ricas
en nucledtidos A y T'y se unen especificamente a MN aisladas.
Asf, se han denominado regiones de anclaje a la mattiz (MARs) a
todas aquellas secuencias que tienen el potencial de unirse a la
MN (Boulikas, 1995). Existe un gran numero de MARs pero solo
un subconjunto de ellos forma los anclajes reales de un bucle de
DNA en un tiempo determinado (Boulikas, 1995; Razin, 2001).
De este modo, se han definido como regiones de anclaje del
bucle (LARs) a las secuencias que constituyen los anclajes de los
bucles observados al extraer las células con detergentes y altas
concentraciones de sal para obtener los llamados nucleoides,
constituidos por la MN y el DNA anclado a esta mattiz (Hakes y
Berezney, 1991; Razin, 2001; Anachkova ¢ a/, 2005).

Las regiones caracterizadas en mamifero como replicadores
no presentan homologfa a nivel de secuencia; sin embargo,
se propone que comparten elementos funcionales requeri-
dos para regular el inicio de la replicacion. Estos elementos
incluyen regiones ricas en A y T, sitios de unién a factores
de transcripcion, elementos DUE (regiones del DNA cuya
secuencia permite una facil separacién de la doble hebra)
y secuencias MARs (Aladjem y Fanning, 2004; Anachkova ez
al., 2005; Aladjem 2007). Se han obtenido evidencias expeti-
mentales del papel de las secuencias MARs en la iniciacion de
la replicacién al lograr la replicacion extracromosomal de un
vector flanqueado por regiones de anclaje a la MN; ademas,
se demostrd 7z vivo que el vector se asocia con la MN (Jenke
et al., 2004; Stehle ez al., 2007).

Para determinar si los origenes de replicacién estan anclados
ala MN se realiz6 el marcaje del DNA recién replicado en células
sincronizadas y se analiz6 su asociacion a la MN. Diversos expe-
rimentos en células distintas aportaron evidencias que sugieren
que los origenes de replicacién permanecen unidos a la MN
(Aclen ezal., 1983; van der Velden ez al., 1984; Dijkwel ef al., 1980;
Razin et al., 1986; Lagarkova ez al., 1998). Por lo que se propuso
que los LARs son los origenes de replicacion de los metazoatios.
Sin embatgo, estudios posteriores indicaban que los origenes
de replicacién no se unen preferencialmente a la MN (Ortega y
DePamphilis, 1998). Mas tarde, se demostrd que los origenes
de replicacion estan en una regién del bucle que se une a la MN
en la fase G1 tardfa y que es liberada después de la sintesis del
DNA. Ademds, al utilizar el o7-fFde la DHER que teplica en la fase S
temprana y el origen de replicacion de la Sglobina que se dispara
enla fase S tardfa (en células no-etitroides) se demostré que los
orfgenes se asocian con la MN antes de que inicien la replicacion
(fase G1 tardfa) y se separan después de que se han activado (fase
S temprana para el o77-f y S tardia para el otigen de la SB-globina)
(Djeliova ¢t al., 2001; Dijeliova et al., 2001b).

Segmentos de DNA putificado inyectados en dvulos de X.
Jaevis pueden ser replicados de una forma reminiscente del
ciclo celular del embrién normal. La replicacion de estos
segmentos depende de la formacién 7z vitro de estructuras
denominadas pseudonzicleos, en las que el DNA se organiza en el
interior de vesiculas de doble membrana que contienen poros
y laminas nucleares (Forbes e# a/., 1983). El ensamblaje de
estos pseudontcleos puede observarse también en extractos
celulares y su caracterizacién ha demostrado que son capaces
de importar proteinas. Mds aun, se ha observado que, aunque
s6lo la mitad de los fragmentos de DNA forman estas estruc-
turas, la replicacién inicamente ocurre en los pseudonicleos
(Blow y Sleeman, 1990). La replicacion de moléculas de DNA
en pseudonucleos depende del ensamblaje de un nicleo-es-
queleto y la realizacién de extracciones salinas sugiere que los
pseudonicleos son capaces de formar estructuras similares
ala MN (Jenkins ez al., 1993). Asimismo, la eliminacion de la
lamina B3 (uno de los componentes de la MN; Hozak ef al.,
1995) de los extractos celulares no afecta el ensamblaje de
pseudontcleos con doble membrana (Newport ez al., 1990);
pero inhibe completamente la replicacién de los fragmentos
de DNA que contienen (Jenkins ez a/., 1993). Estas observa-
ciones son consistentes con experimentos que demuestran
que la replicacion del DNA se puede llevar a cabo 7 vitfro uti-
lizando preparaciones de MN y medios suplementados con
nucleétidos (Jackson y Cook, 1986); incluso se ha demostrado
que la replicacién in vitro sobre la MN es dependiente del ciclo
celular y no requiere la estructura de la cromatina (Radichev
et al., 2005).
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Por otro lado, se ha demostrado en mamiferos que la
cantidad de la proteina Orcl oscila durante el ciclo celular,
comienza a acumularse en G1, alcanza un maximo en el
limite G1/S y posteriormente empieza a decaer. En con-
traste, la cantidad de las demas proteinas que conforman el
ORC (Orc2-5) permanece constante en todo el ciclo celular
(Tatsumi ez al., 2003; DePamphilis, 2003). En células huma-
nas las proteinas Orc2-5 permanecen unidas a la cromatina
durante todo el ciclo celular y en G1 se establece el complejo
ORC completo al asociarse con Orcl. Ademas, extracciones
nucleares con 0.3 — 0.5 M de NaCl (la MN se extrae con 2 M
NaCl) sugieren que las proteinas Orc2-5 se asocian con la
MN en G1 durante la formacion del complejo ORC completo
(Ohta et al., 2003).

Una de las evidencias mas notable que sugiere que la replica-
cién tiene lugar en sitios fijos sobre la MN es el descubrimiento
de las fabricas de replicacion en el interior del nucleo. En un
principio los experimentos se enfocaron en determinar la
estructura espacial de los agrupamientos de replicones que se
observaron al analizar las fibras de DNA replicado extendidas
en laminillas (Jackson y Pombo, 1998); para ello se marco
el DNA recién sintetizado con andlogos de nucleétidos, los
cuales podfan analizarse con anticuerpos fluorescentes; asi
se observo que la replicacién ocurre en cientos de pequefios
focos discretos, cuyo niimero permanece constante pero su
tamafo e intensidad fluorescente se incrementa conforme
progresa la replicacion (Nakamura e a/., 1986). Con base
en el tamano de cada foco de replicacién y la intensidad de
la fluorescencia, se propuso que cada una debia contener
aproximadamente 1 Mpb de DNA y por lo tanto ~6 replico-
nes que disparan simultaneamente (Nakamura e/ a/, 1986;
Ma et al., 1998; Berezney e al., 2000). Estudios postetiores
demostraron que los focos de replicacion permanecen fijos
aun después de la extraccion de la MN y a pesar de remover
el 90% del DNA. Ademas, al realizar la replicacion i vitro en
MN extraidas se formaron focos de replicacion similares a los
observados 7z vivo (Nakayasu y Berezney, 1989).

Estudios por microscopia electrénica de ensayos de replica-
cion 7n vitro sobre MN muestran que el DNA recién sintetizado
esta asociado a grandes aglomerados proteicos anclados a la
MN y que la DNA polimerasa-a. y el PCNA son algunas de las
proteinas que conforman estos aglomerados; esto plantea
que los focos de replicaciéon estan sobre estos complejos
macromoleculares que constituyen las fabricas de replica-
cion (Hozak ef al., 1993; Hozak ef al., 1994). Actualmente
se han identificado diversos factores que estin asociados
a las fabricas de replicacién como el PCNA, la proteina de
replicacion A (RPA), las DNA polimerasas oL y €, la DNA ligasa
1, la topoisomerasa 1I-a, metiltransferasas, desacetilasas de
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histonas y otros factores relacionados con el inicio de la fase
s (Hozak ez al., 1993; Cardoso ez al., 1993; Fuss y Linn, 2002;
Montecucco ¢t al., 1998; Niimi ez a/., 2001; Chuang ez ., 1997,
Rountree ez al., 2000).

Posteriormente, se demostré que el patrén espacial de los
focos de replicacion persiste sin cambios en su intensidad de
fluorescencia durante las fases siguientes del ciclo celular. Mas
aun, este patrén es mantenido por numerosas generaciones
celulares, aunque el nimero de focos disminuye a la mitad
en cada mitosis debido a la duplicacién semiconservativa
del genoma (Jackson y Pombo, 1998; Ma ¢f al., 1998). Esto
sugiere que los cromosomas poseen una organizacion espe-
cifica preexistente a la fase S y que se hereda a las siguientes
generaciones. La asociacién durante todo el ciclo celular
de estos dominios indica que son unidades cromosomales
estables que muy probablemente corresponden a los bucles
de DNA anclados a la MN.

Por otro lado, existen diferentes tipos de focos de repli-
cacién en funcién del patron temporal en el que se activan.
Al marcar el DNA recién sintetizado en la fase s temprana se
observan numerosos focos de replicacion, que son pequefios
y estan distribuidos por todo el nicleo celular (a excepcion
del nucleolo y regiones de heterocromatina). A la mitad de
esta fase S y en el periodo tardio se observan mucho menos
focos pero de mayor tamafio asociados a la periferia nuclear
y a la heterocromatina. Asimismo, al marcar el DNA recién
sintetizado de manera diferencial con respecto al patrén
temporal de la fase s, se observa que los focos tempranos
nunca se mezclan con los tardios (Ma e7 a/., 1998).

Finalmente, evidencias expetimentales con elementos de las
fabricas de replicacion fusionados a proteinas fluorescentes,
demuestran que estos complejos se ensamblan y desensam-
blan durante la fase s (Leonhardt ¢7 a/., 2000; Somanathan e7
al., 2001; Sporbert e al., 2002). Mas aun, se ha demostrado
que las fabricas ensambladas sobre los focos de replicacion
se disocian al completar su duplicacién. Posteriormente, los
complejos proteicos se establecen de novo en focos de replica-
ci6én adyacentes que disparan en tiempos posteriores durante
la fase s (Sadoni ez al., 2004).

5. Hacia un modelo del replicon metazoario

A pesar de que el ORC no muestra una preferencia por secuen-
cias especificas, los esfuerzos por sostener el paradigma del
replicon en su propuesta original han llevado a sugerir que
son otras protefnas las que dirigen al ORC a sitios definidos
(Bell, 2002). Esto se ha fundamentado en algunas evidencias
de protefnas que interactian con el ORC y que parecen tener
influencia sobre la eficiencia del inicio de la replicacion. En
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la replicacion del virus de Epstein-Barr el ORC humano que
se une al origen de replicacién del virus interactia con la
proteina viral EBNA1 (Schepers ¢ al., 2001). En D. melanogaster
existe una asociacion del ORC con factores de transcripcién E2F
que parece requerirse para la replicacion durante el desarrollo
(Bosco et al., 2001). Sin embargo, diversas evidencias sugieren
que el nimero de sitios en los que se ensambla el pre-RC es
mucho mayor que el numero de origenes de replicacion que
se activa en cada ciclo celular. En la levadura, muchas de las
secuencias ARS no se activan, o bien rara vez son utilizadas en
diferentes ciclos celulares (Yamashita ez 2/, 1997; Friedman ez
al., 1997). Asimismo, se han detectado pre-RCs en origenes de
replicacion inactivos (Santocanale y Diffley, 1996).

En el caso de los mamiferos se ha observado que el en-
samblaje del pre-RC en el DNA no es suficiente para iniciar
la replicacion (Okuno ez al., 2001). Asi, se ha planteado que
existen mas origenes potenciales de replicacion de los que
se necesitan (Gilbert, 2001). Ademis, la replicacion del DNA
en los embriones de D. melanogaster y X. laevis muestra que
la iniciacion de la polimerizacion puede llevarse a cabo inde-
pendientemente de la secuencia.

Debido a la extensa discrepancia en las evidencias experi-
mentales, sobre todo en cuanto a la necesidad de secuencias
especificas que determinen el sitio de arranque de la replica-
cién, es necesario desarrollar nuevos esquemas que permitan
comprender los mecanismos de duplicacién del genoma de
los metazoarios y el establecimiento de las unidades de re-
plicaciéon. De esta manera, tomando en cuenta la evidencia
experimental disponible hasta ahora, proponemos un modelo
en el que la organizaciéon de la cromatina con respecto a la
MN constituye la base estructural sobre la que se llevan a
cabo los mecanismos de duplicacion del genoma (figura 5).
Durante la interfase, el DNA se organiza en bucles anclados
a la MN. Agrupamientos de bucles relajados (eucromatina)
pueden constituir un foco de replicacion temprana, mientras
que los agrupamientos de heterocromatina forman focos de
replicacion de la fase S tardfa. Secuencias ricas en A-T estan
en multiples sitios a lo largo de cada bucle de DNA (tanto en
eucromatina como heterocromatina). Cada una de las se-
cuencias ricas en A-T tienen el potencial de unirse a la MN y al
ORC, por lo que todas estas secuencias son sitios potenciales
de anclaje a la MN y a su vez ors potenciales. Sin embargo,
los anclajes actuales a la MN (LARs) sélo son un subconjunto
de los anclajes potenciales. Asi, el complejo de las proteinas
Orc2-Orc5 se asocia en mualtiples sitios de la eucromatina
(secuencias MARs/ oris potenciales) durante todo el ciclo celular
(DePamphilis, 2003), mientras que con la heterocromatina
se asocia tnicamente el Orc2. Esto de acuerdo con las ob-
servaciones que sugieren que el Orc2 esta involucrado en

el establecimiento y mantenimiento de la heterocromatina
(Pak et al., 1997; Shatreef et al., 2001; Prasanth e al., 2004)
ya que existe una interaccion del Orc2 con la proteina de
heterocromatina Hp1 (figura 5 M-G1).

Con fundamento en la similitud entre los origenes de repli-
cacion (Ord) y los MARs (riqueza en A-T), en las evidencias de la
proximidad fisica de los ori a los MARs y en la dependencia del
hiperenrollamiento para la unién del ORC con el DNA (Remus
et al., 2004), planteamos que la replicacion inicia en regiones
muy proximas a los LARs (sitios cercanos a la MN donde se
ensambla el ORC indicados con las flechas punteadas en la
figura 5 G1-S). Para ello, durante la fase G1 tardfa y hasta el
limite de G1/8, el incremento de la concentracion del Orcl
permite la formacién del ORC completo en la eucromatina y la
interaccién Orcl-2 en la heterocromatina. En la eucromatina
la interaccién con el Orcl permite al complejo relocalizarse
a regiones proximas a los sitios de anclaje a la MN (LARs) para
determinar el sitio de inicio de la replicacién que, de acuerdo
con este modelo, no requiere de ninguna secuencia especifica
y port lo tanto no habria un replicador que lo determinara. La
localizacién del ORC en regiones proximas a los LARs puede
deberse a la interaccion directa o indirecta del Orcl con la
MN (Ohta ¢ al., 2003).

Asi, el pre-RC se establece en la base de los bucles y poste-
riormente la fabrica de replicacion se ensambla sobre la MN
al interactuar con el ORC. La fabrica de replicacion duplica
un grupo de bucles, el proceso se inicia cerca de los LARs y
se lleva a cabo bidireccionalmente, por lo que cada repli-
c6n abarca de la punta de un bucle a la punta del siguiente
(figura 5 G1-S). El distinto tamafio de los bucles explicaria
las diferencias encontradas en el tamafio de las horquillas
de algunos replicones, asi como la observacién de horqui-
llas asimétricas (Berezney ez al., 2000). Ademas, un sitio de
arranque de la replicacion ubicado en el punto de transicion
entre la eucromatina y la heterocromatina puede bloquearse
durante el disparo del foco temprano (“X” enla figura 5). Una
vez terminada la duplicacién de los bucles que conforman
el foco de replicacién temprana, la fabrica de replicacion se
desensambla y sus componentes se establecen en una nueva
fabrica de replicacién que duplicara al grupo de bucles de
heterocromatina (figura 5 S-Temprana/ S-Tardfa).

Por otro lado, la interaccidon del Orcl con el Orc2 en el foco
de replicacion tardia puede desestabilizar la interaccién del
Orc2 con proteinas de la heterocromatina y con ello permitir
el inicio de la descondensacién y mas tarde el ensamblaje del
ORC completo. Asi, la descondensacion de la heterocromatina
puede ocurtir en forma gradual durante la replicacion de la
eucromatina (figura 5 S-Temprana/S-Tardfa). Posteriormente,

el ORC se asocia con las regiones proximas a los LARs del foco
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Modelo de la replicacion de los ios.
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S-Tardia

Se representan dos agrupamientos de replicones que forman los focos de replicacién temprana y tardia. En el foco de replicacién temprana se representan bucles de eucromatina;
mientras que en el de replicacion tardia se muestran bucles de DNA mas condensados que simbolizan la heterocromatina. Asimismo, se esquematiza la configuracion de los bucles
y sus interacciones con la maquinaria de replicacién en diferentes periodos del ciclo celular; de la salida de la mitosis hasta G1 temprana (M-G1), de G1 tardia hasta el limite G1/S
(G1-9), y durante diferentes tiempos de la fase S (S-Temprana y S-Tard{a). Los tridngulos negros () sefialan las puntas de los bucles. En cada foco de replicacién los replicones
disparan de manera sincronizada; sin embargo, con el objeto de ejemplificar el proceso de sintesis del DNA se representan diferentes tiempos de sintesis para cada bucle durante
la fase S-Temprana en el foco de replicacién temprana. (X), sitio de inicio de la replicacién bloqueado por la presencia de la heterocromatina; (¥) sitio de inicio cuya elongacién
replicard la region de transicién entre la eucromatina y heterocromatina. Para més detalles ver texto.
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de replicacion tardfa y se ensambla una nueva fabrica de repli-
cacién mediante el traslado de los componentes que replicaron
al agrupamiento de la fase s temprana (figura 5 s-Tardia). Se ha
comprobado que el ensamble y desensamble de las fabricas de
replicacion ocurre de manera dinamica y que sus componentes
se desplazan para formar nuevas fabricas en los agrupamientos
de replicones adyacentes (Sadoni ez al., 2004).

Finalmente, el sitio de inicio de la replicacién que permanecia
bloqueado en la transicion de la eucromatina y heterocroma-
tina, (“X” en la figura 5) puede ser replicado por la elongacion
de la horquilla del foco de replicacion temprana adyacente. De
esta manera, una de las horquillas del sitio de arranque (* en
la figura 5) serfa mucho mas larga que la otra y se dispararia
en la fase S temprana pero terminaria en la fase tardfa (figura
5 S-Tardifa). Esto explicaria las observacién de horquillas asi-
métricas con una de ellas muy larga y la evidencia de horquillas
activas durante toda la fase S (Emarkova ez a/, 2004).

Debido a que durante la duplicacion del genoma existe un
recambio incompleto del octimero de histonas (las nuevas
cadenas se empaquetan con una mezcla de histonas recién
sintetizadas e histonas viejas de las cadenas madre) (Luc-
chini ez al., 2001), las modificaciones de las histonas pueden
heredarse facilmente y la interaccién del Orc2 con las pro-
teinas de heterocromatina puede permitir la condensacion
inmediatamente después de la replicacion. En el caso de la
eucromatina, la ausencia de esta modificaciones de histonas
puede permitir el ensamblaje del complejo Orc2-5, cuya
funcién podria ser la de mantener la descondensacion de
la eucromatina al impedir la interaccién del Orc2 con las
proteinas de heterocromatina.

Abdurashidova, G.; S. Riva; G. Biamonti; M.

Abdurashidova, G.; M. B. Danailov; A. Ochem;

Conclusiones

La replicacién del material genético de los metazoarios re-
quiere la subdivisién del genoma en subunidades estables e
involucra la organizacién de la maquinaria de replicacion en
dominios funcionales dentro del ntcleo celular. De acuerdo
con las evidencias experimentales, se sugiere que la orga-
nizacion topologica del DNA en forma de bucles anclados a
la MN es el factor que establece las unidades de replicacién
de las metazoarios. De esta manera se propone un modelo
del replicén metazoario en el cual el iniciador (ORC) se une de
manera inespecifica al DNA, con cierta preferencia a secuen-
cias ricas en AT ubicadas en regiones con hiperenrollamiento
negativo y asi es relocalizado a regiones cercanas a los sitios
de anclaje a la MN (LARs) donde inicia la replicacién de manera
bidireccional. De esta manera, se propone que a diferencia de
los procariontes en los metazoarios no existe un replicador
que determine el sitio de inicio de la replicacién.

Asimismo, se plantea que el establecimiento del tiempo
de replicaciéon depende del grado de condensacion de la
cromatina, el cual a su vez puede establecerse a partir de
modificaciones epigenéticas preexistentes. Sin embargo, la
validez del modelo depende del analisis de la replicacién en
conjunto con el establecimiento de los patrones de asociacion
del DNA con la MN. Asimismo, el modelo parte de un patrén
de organizacion preestablecido, por lo que surge la incégnita
de cémo es que se establecen los patrones diferenciales de
organizacion de la cromatina que determinarfan los sitios de
inicio de la replicacion, el tamafio de los replicones y el tiempo

en el que se replica cada region del genoma.
a
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