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Existeixen moltes evidéncies experimentals que assignen a
les interaccions inespecifiques histona-DNA un paper fonamental
en els processos d’expressié génica en organismes eucariotes.
Tanmateix, els resultats de les aportacions realitzades fins el
moment per comprendre la viabilitat de la transcripcié en
preséncia de cromatina sén absolutament contradictoris (1-8).

L’objectiu del present treball é&s el d’establir els
mecanismes moleculars que possibiliten 1la participacié dels
complexos histona-DNA en el procés d‘elongacié de 1la
transcripcié, mitjancant un model experimental que permeti el
control acurat del sistema i de les condicions de treball.

En primer lloc, s’ha procedit al clonatge del fragment de
DNA NX1 (9) d’origen nuclecsomal en el plasmidi
PBluescript II SK(+). Per restriccis del vector es va obtenir
un fragment de 236 pb que contenia el promotor de la T7 RNA
polimerasa en posicié upstream respecte de 1la seqgliéncia NX1
clonada. Per disposar del fragment de 236 pb en quantitat i
puresa elevades, es va realitzar un fraccionament diferencial
amb pelietilenglicol, seguit d’una purificacisé per
cromatografia liquida d’alta resolucis (HPLC) .

Per tal de determinar 1l’efecte de la preséncia de
nucleoscmes durant la transcripcié, s’ha estudiat 1l’activitat
de la T7 RNA polimerasa sota condicions idnigques d’interés per
estudis amb cromatina. El motlle cromatinic emprat procedeix de
la reconstitucié per addicié directa, dialisi esglaonada o bé
continua, del fragment de 236 pb amb histones de 1la particula
nucli. L’analisi electroforética dels reconstituits en gels de
poliacrilamida no-desnaturalitzants mostra un patré definit de
complexos nucleosomals. L’‘obtencié d’aquest patrd confirma les
caracteristiques posicionadores de nucleosoma gue previament es
van derivar.de l’estudi de 1la seqgliéncia del fragment NX1 (9)
Els gels ‘no-desnaturalitzants emprats permeten analitzar
simulténiament i de manera senzilla l’estat de la cromatina
motlle i el producte de la transcripcié.

Els primers resultats obtinguts demostren gue el sistema
desenvolupat ens permetra contribuir a la clarificacié dels
mecanismes implicats en 1la participacié dels nucleosomes en la
transcripcis.
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