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Objetivo



El objetivo de este proyecto es tratar de montar una metodo-
logia, o una serie de sistemas para la purificacidén de un gene-
activo en transcripcidn. Para lo cual se emplea el sistema del-
virus de simio 40 (SV40) el cual se tiene bien caracterizado y-
es de fiacil manejo.

El trabajar con este virus da la ventaja de tener mids de una
copia de un gene activo transcripcionalmente’ (5000 copias) y po
derlos estudiar mads facilmente de todo el resto de copias no ac
tivas transcripcionalmente (el 99% restante) , ademds represen-
ta un sistema modelo, va gque tiene la misma estrucﬁura Yy compo-
sicidén de la Cromat na Eucariota..

Eéte trabajolreprESenta parte de otros sistemas trabajados -
en el laboratorio para el aporte al estudio de mecanismos de --

transcripcién y regulacidén en células de organismos eucariotas.



JUSTIFICACIONES:

Fl presente trabajo dard lugar al seguimiento de una linea de traba-

. & . ’ ’
jo, la cual basicamente servira para entender como se lleva a cabo el -

control de la regulacidn de la expresifn genética en eucariotes de una-

N / N
manera muy directa; ya que, se tendran los genes actlvosteparados

de los genes inactivos transcripcionalmente

4 - 3 . -
do la regulacion de 1la Lramscerigeitn

Algunas cvidencias que se ticnen
, como son, cambios en los niveles de fosforilacidn en algunas subunida

des de la RNA polimerasa II, acetilacidn en histonas, o la unidn de o--

tras proteinas a la RNA polimerasa (33 ) , sdlo se han obtenido por mé-

todos indirectos, utilizando a toda la cromatina, © fragmentos de DNA -

que contienen partes activas e inactivas transcripcionalmente ( 34 ) —;

esto a dado lugar a interpretar con dificultad los resultados obtenidos
( ver Intrsduccién: Transcripcidn ).

Por estas evidencias es necesario montar un sistema para poder ca--

racterizar mejor a los genes activos e inactivos transcripcionalmente.




INDICE DE MATERTAS,

Introduccitn

Medios &'Qcactivos ..... CREE

Células , Virus vy Cevnas ....

Material y MEtodoS seeeasoavss

Obtencidn Ne Fago T4 ..... b

L R I I I R I S A Y

LR R

L R I RN ]

Titulacién De Fago T4 0 W A SO SRS RO AT

Infeccién De Bacterias E. coli B con ¢T4 Para La Obtencidn De Proteina -

32 ( P32 I woiv smmmmen swmmimma-osmen gnmn

Cuenta viable De BacteriasS .. eeeeeyses

Datos Sobre lLas Columnas Usadas En La Purificacién De P
Preparacidn De Resina DNA- Celulosa ....

Purificacién De Proteina 32 .....

CRC R

RO N

e

LRI

LR R

LR A R

T R I B

LRCIE A S BT I I

L I e I I T I I e I

L R I T N I B R O )

LRI R ]

32

LR R I

L L L B N )

Cuantificacién De Proteinas Por El Método De Bradford .....

Tratamiento De Bolsas De Didlisis ....

Preparacién De Virus De Simio 40 ( SV 40 ) .....,..

e

R R I R

..

C R R R A )

TR R )

CR N S N A I ]

Titulaci6én De Virus SV40 Por El Método De PFU ( Unidades Formadoras De -

PlaCﬂ) I I I I R R

Obtencién De DNA De SV40 Por El Método De Hirt
Purificacifn De DNA De Células CV] y De SV40, Para Ensayos De Precipita- ~

cibn De Acidos NUCLCICOS 4 .vvvevsosneenns

yee g

R I I I ]

LR R

RN

L]

[N BRI

[

Determinacién Ne DNA nor E1l MEtodo De BUTTOM 4 .uyeveeeroporsyoqorsrasyes

Corte y Desnaturalizacién De DNA De SV40 e RN SR R EE R R

Calendario De TnMUNIZACIONES 4 ey vvvqevvnsnsss

Preparacitn De Inyaceion Para CONBJOS ,vuseeq s ioeee equeesss geqon geage s

Obtencidn y Preservacion NEl SUCETO L uvvveqerrnrrersrereerrons-

Técnica Ouchterlony ..vevvesyes

LR R )

LU L

L]

L]

LR R I B

L I R ]

32
36

38
39

4
42
43
45
48
51
52
53

54
56

57
59
61
62
63
64
65



Purificacién De Anticuerpos ( Globulinas Totales De Suero: IgG ) Libres-
BE: DDNEEER | oo 5 i W e o R G SN BN BT R A B Bkt vaaraie &/

Electroforésis De Proteinas Pn Geles De Poliacrilamida- SDS ( Geles En -

Gradiente 3V »a.e siassaniisesei ingsene i AN CRESE NS S e R AP LS . N
Geles De Agarosa ........ ; ........... 0O S e W e e TR RRS '
Purificacién De RNA ribosomal (RNAY ) ...... Vs, sl i SR UG RS ER VR S
Purificacién De RNA polimerasa De E, coli RNAasa III ™ ,........ R
Ensayo De Actividad De RNA polimerasa De E, coli ..........y.. TN e
Sintesis De cRMA De SV40 .,..... AR Hh G R NPT ERPPP e
Purificacién De Comnlejo De Transcripcién De SV40 ...... et

Columna Sepharosa 4B Para Experimentos De Purificacién De Complejos De =--

Transcripcion De SVAD ...vowe coveneeronss sarotarnss pontoseson veaon ves ——

Indice De Pesultados:

Parte‘l (Genera] )ooo.-ponn.||lo.uo.,t.f.|.o‘gc'no'oqq.ou.o||'r9'o¢lt'l-|o

Perfil De Elucidn De LaColumna DeDNA-Celulosa Usada Para Purificar Protei-

B8 22 sy evaee R R R R T R R R R R PEE R
Cromatografia De Columna De DEAE-Celulosa Y Fosfo—Celufosa o s RS RS
Etapas De Purificacidn De Proteina 32 Eﬁ Gel En Gradicﬁte De Acrilamida ..
Ensayo Titulo De Anticuerpos Por Inmunodifusién ...,.. .;.............,‘....
Purificacién De Anticuerpos ( Anti IgG- De Conejo ). Por Proteina A -Sepha
TOBE - jewn s oV bR Ko FOARBEUNE Food BRTEHCPNETT S GH090 FHEwl PONTROTEe S PO
Purificacién De Anticuorpos‘( Anti—?sz ) Por Proteina A- Sepharosa ,.....
Ensayo De Actividad De RNAasas En Anticuerpos Contra P32y Proteina A: Se-

phaI'OSﬂ |.c'l'(l.!.-l.!Dtl.‘l'l'l‘.llfl'!l'l‘..!IIII ----- Qergrsgeeqgrgrrirt

Esnectro Dec Absorcién De DNA De Timo De Ternerad .., eveevscrronsssossrorrs

67

70
72

75
78
79
80

82

83

88
90
92
94

96

98

100
102



Eépcqtro De Absorcidn De t-RNA De Levadura ....... S CH A N S A e & 104
Curva Patrdn Para Cuantificaciﬁn De ProteIna ,.eesevos R AR pe widee & 106
Patrén De Sedimentacidn De E}}w\ ............... A S S ... 108
Ensayo De Actividad De RNAasas Contaminantes en P32 Antes Y Despues De Pasar
Pot SEPhRCER G=-00 suswvsiesaasiae: ses0iee soiss spaieves wv s 6B 78 9 Seli e 110
Precipitacién De DNA C€lulas v, Con P2y s Anti Pey = Y Proteina A- Sepharo
SEy v s o SRR RENT CREE ST V8 BV bl A N PR R . 112
Precipitacién De DNA De SV40 De Doble Y Simple Cadena. Con Suero Blanco Con
BEOL §oos warcn g siom5n wie W0 S S Mg P ST 9 00 M M R — L.

Precipitacién DNA-CV; Con P IgG anti Ppy y anti IgG +uvvervivserrrena., 116

322
Precipitacién Diferencial De DNA De SV40 De Doble Y Simﬁle Cadena Con P2y
Anti- VIR R R R PR P PR PR PR PR coes e 4O TR W Pl 118
Patrén De Sedimentacién De cRNA De SV40 .ievpevvenpnoranses vra® wbbeineveler  1EY
Precipitaci6n De[}%i}cﬂNﬂ Con p32 , anti-P 2 Y Proteina A- Secpharosa ..... 122
Precipitaci6n Diferencial De[H kRVA y E“jwm Con Py, , anti Py, Y anti -
OSSN
Patrdn De Sedimentacidon De Cromatina Virél ........ R R T, 126

Precipitacidén De Ula Mezcla De [EQ:ICRNA Y Minicromosoma Con Psz—antiP32 T

Ya'ﬂti IgG L I B R I B I R R R I B B B 128

L B B I B Y LR B

[ {
Patrén De Sedimentacidon Dol_%:]Tﬁnicromosoma y [?Zg] Complejo De Transcrip
Cién DO SV40 .go.o.coclufooar..p ooooooooo LS A B B B B I SR O B B U A U B N B LI B 130
. Patrdn De Elucién De Complejo De Transcripcién De SV40 Por Columna De Sepha

TOSfl .4B LA A I B S TR S R I T I OO RN O A U DU A NN S BN B R IR I N LB IL N A LR DR BB ]32

Parte TI , Intentos De Purificacifn De Complejo De Transcripciébn Viral De -

. 134

SV40 |.0]lt.lt.o.li.‘.l'l'l.it'1|I'Il"ll'l'l'l‘ll""'"'l"'.’!"‘!l'."""
Tablas De Purificacién De Complejo De Transcripcifn De SVA0 ,,y.eveveryr-er 138, 14(
DISCUsIOn'Y CoNCIHSIONGS i sharis feasas svies Baaain i vem s s e ey e 141

Apendice A ( Abreviaturas ) ..........,.,.....,.....;.......:.............. 146



Bibliografia General



INTRODUCCTION

Nosotros conocemos que el desarrollo de todos los organismos
depende de la selectividad g1 prendido y apagado de genes indi-
viduales en algin tiempo particular de su desarrollo (77.

Para poder entender el desarrollo de los organismos eucario-
tas es necesario entender el control de la expresidn de genes.

Y la manera de abordar el control de la expresidn de genes -
es estudiarlos en cromosomas aislados, en estado de interfase;-
un estado en el cual los cromosomas se expresan por medio de 1la
transcripcidén en RNAs mensajeros o RNAs premensajeros.

Durante los Gltimos 20 afios se Kanp estudiado los cromosomas -

aislados en interfase ( llamada Cromatina ) para el entendimien

to del control celular a nivel molecular{ 79 ).

ESTRUCTURA DE LA CROMATINA

La Cromatina aislada de higado de fata(11} Yy que sirve como-
modelo de la cromatina en general, posee una proporcidn de DNA-
a histonas (proteinas basicas que se'encuentran unidas al DNA) -
de 1:1. ‘También posee proteinas cromosomales no histdnicas en -
una pfoporcién de proteina a DNA de 0.6:1.

La Cromatina y en especial la de organismos eucariotas esta-
organizada en pequefias subunidades repetitivas de 1008 de diédme
"

tro.-llamadas nucleosomas O cuerpos nu" (27,62,63,8Q); formado ca

da nucleosoma por un octamero de histonas (H2A,H B,HB,H4)2 las-

2
/
cuales estan rodeadas por 146 pares de bases de DNA y una peque

Na porcién de DNA de 40 a 60 pares de bases (llamado linker) --

gque une un nucleosoma con otro.



- Esta organizacidn del DNAllevd tiempo en conocerse llegando
a establecer que el DNA presenta una estructura repetitiva a -
lo largo de toda su longitud.

Estudios biogquimicos posteriores realizados por Lutter (1981)
(72) muestra que digirieudo el DNA extraido de rifidn de ternera
con alguna de las enzimas DNARasa I, o DNAasa II,'se obtienen -
sb6lo pequefias subunidades llamadas el core del nuclcosoma (for
mado por el octdmero de histonas y los 146 pares de bases) y -
que no hay diferencia en los patrones de digestidon ( observa--
dos ‘en  geles 'de ragarosal obtenidos con ambés enzimas; concluyen
do que no importa la enzima usada, y que el patrdén obtenido en
géles con la digestidn enzimdtica depende Unicamente de la es-
tructura en que estd organizado el DNA.

Mé&s tarde algunos estudios(82.) mostraron gue el arreglo de-
nucleosomas en g] ppna'Presentaba una localizacidn al azar y gque
no importaba la secuencia de p.b¥* del DNA para que éstos se --
formaran; con lo cual se daba por santaéa la verdadera estruc-
tura que presenta el DNA en los organismos vivos.

Después de esto y teniendo el conoc;miento gque cada tipo ce
lular desempefia algunas funciones especificas, y posee las pro
teinas.y enzimas necesarias para su funcionamiento, resultaron
algunas preguntas. ¢ cudles serian las partes del genoma ==
que funcionaria para pada célula ? y}si ¢ existiria alguna di-
ferencia entre el arreglo conformacional del genoma o diferen-

cias en la regulacidn de la expresidn para cada tipo celular ?.

* VYer Indice de abreviaturas.



Los estudios realizados hasta este entonces ( 1975 ) no -
mostraban cual era la estructura gque presentan aquellas par-
tes del DNA que se encuentran activas en transcripcién y mas
alin las diferencias que existen entre aquellas partes activas

e inactivas trangcripcionalﬁente.

El estu@io de la Cromatina eucariota representa un alto -
grado.de dificultad ya que esl& empaquetado de una manera -
nucleosomal, y alin mads estos nucleosomas se enrollan en una-
hélice formando fibras de 20 a 30 nm de diidmetro (84'). Fibras
las cuales se compactan ma3s y forman los 1lamados‘Cromosomas

observados en una célula en estado de metafase.

Esta estructura probablemente represen;a la conformacidn=-
natural de la cromatina inactiva transcriécionalmente. Se ha
estimado por estudios bioquimicos el nﬁmﬁio de  funciones que
realiza algln tipo especifico de célula y relaciondndolo con

]
el tamafio de su genoma, se ha encontrado que sdlo una minima
fraccidén del genoma es=activa en transcriﬁcién, siendo ésta-
aproximadamente el 1%.

Algunos autores han sugerido la presenFia de nucleosomas-
en estos genes, pero guizd en una conformacidn alterada (64 ,97) .

Realizando estudios en genes ribosomales en ovocitos de -

anfibio de Xenopus laevis con la enzima nucleasa micrococal

se postuld que aquellos genes transcripcionélmente activos -
deben presentar una estructura diferente a los genes inacti-
vos, ya que la hidrdlisis con la nucleasa presentaba una con
siderable diférencia entre ambas poblaciones de genes = =~

( genes ribosomales y el resto de la cromatina ).



O sea que los genes activos ( genes ribosomales ) son mas sen
sibles a la enzima gque los genes inactivos, ( 83 ).
Los datos sobre estos estudios permitieron postular 2 hi-

pbtesis alternativas:

1) Los genes transcripcionalmente activos y que presentan -
una alta sensitividad a la nucleasa micrococal no deben pre
sentar histonas v enswicaso e€star ausentes de‘nucleosomas;—
para que la enzima sea capaz de actuar.

Esta hipbtesis es apoyada por estudios de microscopia elec-
trénica en los cuales se muestra claramepte que aquellos ge
nes en estado transcripcional no presentan'una estructura -
nucleosdmica; y en su caso presentan una conformacidén mas -
extendida ( 90, 30, 73, 3 , 31, 892,, 42 }, gin histonas en -
toda su longitud;

2) La segunda hipdtesis postula que la digpstién con enzi--
mas no necesariamente significa la ausencia de nucleosomas-
v que probablemente el DNA en estado activo presenta las --
histonas unidas pero no tan firmemente como los genes inac-
tivos. Y su conformacidn debe ser alterada, pero s6lo en pe
quena proporc?én para que &stos puedan ser transcritos. ( 22).

Para apoyar alguna de estas hipdtesis mas firmemente, se

han utilizado algunos sistemas que estudian~ la organizacidn
del DNA en eucariotes; una de ellas, y empleada por muchos-
investiqadores es el estudio del virus de simio 40 (SV40),-

. - & 5 e W
gue como se sabe infeccta a células de rinon de mono.



= Se ha demostrado por evidencias bioquimicas que este virus
posee un genoma con estructura similar a la cromatina eucariota
(21) ya que su DNA es circular y formado en pequenos cromosomas
(llamados minicromosomas), constituido cada uno de ellos por
aproximadamente 21 nucleosomas distribuidos al azar en toda su
longitud. Ademds se tiene conocimiento que usa toda la maquinaria
celular para su replicacidn, transcripcidn y posee todas las pro-
teinas de la célula huésped como son las histonas (H,A, H,B, Hj,
Hy v Hl) y no histonas como la RNA polimerasa II, ( g4 ).

Por estas caracteristicas SV40 representa un sistema adecuado

para estudiar los mecanismos de regulacidn a nivel gendmico en

organismos eucariotas.

SV40 ( Tomado del DNA Tumor Viruses, 1981 ) ( 94 ).

Caracteristicas generales:

éj El virus SV40 fue descubierto por Sweet y Hilleman en 1960
en cultivos de células de rifién de mono, del tipo usado para
producir y probar vacunas contra la poliomielitis. Es un virus
perteneciente a la familia de los Papovavirus, la cual estad com-

puesta de 2 grupos de virus.

Poliovirus

a) Grupo Polyoma
' SV40

b) Grupo Papilloma

‘Composicibn;
Todos: estén compuestos finicamente de DNA y proteina, tenien-
6
do el primer grupo un DNA de peso aproximado de 3.6 x 10" dalto-

nes, constituyendo éste aproximadamente el 12% de la masa del vi-

rus.



A
.’ .l

b) Los virus del 2o. grupo ( Papilloma ) son mas grandes que
-Jos virus del grupo Peolyocma y contienen cerca de 5x106 dalto

nes de peso'en DNA, representando el 10% de la masa del virus.

DNA:

Compuesto 4e moléculas circulares superenrrolladas que estén
formando complejos con proteinas ( histonas y no histonas ).

Presentando el genoma de SV40 5243 pares de bases de DNA-
y teniendo 5 genes que codifican para 5 proteinas; VP1 ¥ VP2
; VP3 y 2 antigenos, T ( antigeno T mayor ) y t ( antigeno t
pequenio ) .

Las cantidades relativas de cada uno de los nucledtidos -
en SV40 es de 41% dGMP-dCMP y 59% dAMP-dTMP.
Tamano:

SV40 tiene un did&metro de 45 gy un coeficiente de sedi-

mentacidn de 240S.

Estructura de DNA:

Se ha demostrado biogquimicamente que el DNA de SV40 se en
cuentra in vivo en 3 formas estructurales diferentes, las -

cuales son fidcilmente separables por gradientes de densidad-

i

( de bromuro de etidio con cloruro de cesio ) , y son las si
guientes: .
DNA Forma I .- Consta de DNA circular enrrollado sobre si

mismo unas gquince veces y se le encuentra basicamente en vi-
-rus nativos o en células infectadas con el mismo virus.

DNA Forma II .- Este componente de-DNA se¢ forma al reali-

zarle un pequefio corte al DNA, y facilmente se obtiene de ex
tracciones de DNA ;, - se ha encontrado qué se produce debido

a la accidn de algunas nucleasas contaminantes presentes en-



la extracc 5n. Observandole al‘microscopio electrdnico pre-.
senta una forma circular.

Componente III .- Se obtiene de algunas preparaciones de-

DNA y es llamado conpomente lineal; se le encuéntra en las -
células huésped durante el proceso de maduracidn, o bien en-
cerrado en capsulas virales de formas llamadas pseudovirio--
nes.

Proteinas del wirus SV40:

El 88% de la totalidad del virus SV40 estd formado de pro
teina y el 12% de DNA. No se ha detectado en lo absoluto para
este virus y algunos de la misma familia} como poliovirus, -
la presencia de lipidos o carbohidratos., ( 94 ).

Las proteinas de la cdpside externa del virus SV40 son --

las siguientes:

Proteina Peso molecular ( daltones )
VP1 45,000
VP2 42,000
VP3 30,000

Un andlisis de las proteinas de SV40 por electroforesis -
en geles de poliécrilamidahsns ha revelado la presencia de-
histonas en los virus, y se ha observado que estas proteinas
son las mismas y codificadas por el genoma de la cé&lula hues
ped; hecho que se demuestra con el siguiente experimento:
Cuando cé&lulas de embridén de ratdn o células Cv1 son mar-
cadas con [3€] lisina y subsecuentemente son infectadas con-
$V40 o virus Polioma, estas proteinas bidsicas ( histonas ) -
marcadas aparecen en la progenie del virus y son las mismas

e idénticas a las de la célula huesped; con lo gue se mues--



tra claramente la similitud entre el genoma de SV40 y el gena-
ma de organismos eucariotas, ( 94 ).

Ciclo Litico de SVv40

Adsorcidn del virus

El ciclo comienza desde que la célula se pone en contacto
con el virus, y se realiza cclocando sobre células de rifién de
mono: al menos 10 virus por célula, de tal manera que la ma
yor parte de las células sean infectadas.

El virus se adsorve primeramente a la membrana celular y se
forma subsecuentemente una vesicula pinocitica, con la cual el
virus penetra a la célula. Posteriormente y por causas alin no-
bieén conocidas la cé&lula huesped pasa de un estado Go a G1 has
ta la sintesis de DNA celular ( fase S1 ) observidndose que lo-
mé&s importante que ocurre a este nivel es la sintesis de una -
gran variedad de enzimas como son la DNA polimerasa ( forma c\)
y la DNA ligasa, a tal grado gque llegan a producirse de 4 a 10
veces mas que en una cé&lula no infectada.

Posteriormente ( 10 hrs después de la infeccidén ) los mRNA-
y los rRNA son 'sintetizados en gran cgntidad hasta llegar a un
30% en proporcidén mds que en las células no infectadas, dando-
lugar a la formacidn subsiguiente de proteinas cromosomales =--
histénicas y no histdnicas.

Hay que hacer notar que todas estas actividades ocurren an-
"tes que la sintesis del DNA viral comience.

Sin embargo 20 hrs después de la infeccidén la sintesis de -

DNA viral comienza a una gran velocidad , y a su vez ocasiona -
también la sintesis de DNA celular. Esto ée lleva a cabo sin -

afectarse la sintesis de histonas, ya que se ha observado que-



.
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ésta prosic 1e. La causa de‘cstos efectos en la cé&lula se han -
investigado y se ha encontrado que son estimuladas por el pro-
ducto codificado por el gen A del virus, y gque ademis se sabe
que es el antigeno T. ( 94 ).

Esto se ha demostrado ya que inyectando antigeno T a célu--
las sin infectar, estas comienzan a sintetizar rapidamente su-

DNA. Se ha encontrado también que mutantes en el gen A ( Dele

10

ciones ) © bien el an;igeno T desnaturalizado por calor noléaﬁsan la

estimulacidn de 1la s?ntesis de DNA en las células.

La infeccidn de una gran variedad de virus se ha dividido -
en dos etapas debido a las proteinas producidas y promotores -
usados en las diferentes horas de infeccidn, las cuales son Fa
se Temprana y Fase Tardia.

Fase Temprana:

En la fase temprana, de 10 a 12 hrs después de la infeccidn,
aparecen en el nﬁcleg,RNAs pertenecientes al virus y que cons-
tituyen solamente de 10 a 100 moléculas de RNA por cada 300,000

moléculas de RNA celular; en otras palabras de 10—5 a 10-6 del
total del RNA citoplasmico es RNA viral.

Estos se han analizado e identificado extrayendo el RNA to-

tal celular y poniéndolo a hibridizar con fragmentos de DNA (ob

tenidos del virus SV40 por medio de enzimas de restriccidn ) en

filtros de nitrocelulosa o analizando los hibridos formados en-

liguido por medio de la nucleasa §, o por la unidn especifica -

de cadenas lineales de acidos nucleicos a hidroxiapatita.

En la fase temprana, por medio de gradientes de sacarosa , -

se ha.. detectado sélamente un RNA de un coeficiente de sedimen-

-

tacidn de 198 & 20S y con un peso de 0.7 x 106 daltones.



Este RNA codifica para la sintesis de 2 polipéptidos, el -
antigeno T mayor y t pequefio ( de 90,000 y 22,000 daltones --
respectivamente ).

Observando el mapa genétibo de SV40 ( Figura A ) nos damos
cuenta que el antigeno T mayor se codifica de una regidn dede
0.e7 hésta.0.17 teniendo un Splicing ( ver Apéndicce A ) an
la regidn de 0.59-0.54 , y el antigeno t pequefio teniendo el-
mismo aminodcido terminal al T mayor, sec codifica desde 0.67-
hasta 0.54, teniendo un pequefio Splicing desde 0.55 a 0.54.

fodos estos RNAs y sus cortes se han detectado por medio -

de andlisis en geles de agarosa y ggadicntes de sacarosa, y -
la subsiguiente hibridizacidn con fragmen%os de DNA de 8V40.
Por otro lado se ha detectado por med%f de anticuerpos es-
pecificos y marcados con fluoresceina, gu: el antigeno T ma--
yor se encuentra localizado en el ndcleo ; que debe estar in-
volucrado de alguna manera en algunas etabas durante el creci
miento de SV40. Algunas de estas etapas y funciones ael antigg
no T son las siguientes: 1
a) Se ha 6bse¥vado que es responsable de!la induccidn de Kina
sas deoxipirimidina celularés, ya que mufantes Tsa ( regidn -
del gene A gue codifica-al antigeno T mavor ) no las inducen.
b) El gran antigeno T regula su propia sintesis (94) v la de
otras proteinas codificadas por el virus; reduciendo de algu-
na manera la velocidad de sintesis de la cadena E de RNA ( ca
dena de DNA que se transcribe en la parte temprana del virus).

c) Se requiere su presencia para la iniciacidén de cada ciclo-

de replicacidn.

11
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3 Esto se ha demostrado ya que las mutantes tshA ( temperatu
ra sensibles ) muestran que inician y completan su replicacidn
, pero no vuelven a reiniciar.

d) El polipéptido T mayor se requiere al menos indirectamen-
te para iniciar experimentalmente la transcripcidn tardia.

e) E]l gran antigeno T se requiere sobre ciertas condiciones-
para el establecimiento y mantenimiento de la transformacidn

de células normales.

Replicacidén del DNA

Observando el mapa de restriccidn del genoma de SV40, el
origen de replicacidén se localiza cerca de 0.67 unidades de
mapa ( en el fragmento C que es cortado por Hind II/HindIII)
y la terminacidn en la regidn cercana a 0.17 unidades de ma
pa ( en el fragmento G de Hind II y Hind III ).

.La replicacion del DNA comienza al finalizar la fase tem
prana y define el comienzo de la fase tardia. Se caracteri-
za principalmente por la gran cantidad ae antigeno T gue se
ha sintetizado vy gque interviene para que dicha replicacidn
se lleve a cabo, asi como también las ;nzimas envueltas en-

dicho proceso se encuentran inducidas en niveles del orden-

de 3 a 10 veces miAs que en células sin infectar.



Fig A . WA GENETICO DE Sv40, LA)

El genoma se representa como un circulo con el origen de replica-
cibén marcado como OR,

Los nimeros fuera del circulo se refieren a las localizaciones en
el genoma fraccionado, relativo a la longitud a un sitio de corte
de Eco R1 dentro de Sv40,

Las flechas muestran la direcci6n de lectura de 5',-—*3', en ¢l ma-
pa genético.

También se muestran los 5 genes, en donde empiezan y terminan las
proteinas codificadas por estos, asi como algunos sitios de res--

triccidn,’

13



Tomado

\

© 2
5 mpaTt (232) 1000
3 4000 346)
[ 5
55 £eoR1
-l o« (1782)
.E?fng
(2533) 2000

3000

de Tooze, J. (1981). DNA Tumor

L&

Gt
(4739 ©O22OY,

Viruses.

(94 ) .

L)

14



ESTRUCTURA DI MOLECULAS DE DMA EN REFLICACION

Las moléculas de DNA nuevas sintetizadas presentan una cadena nueva
y una cadena derivada intacta de la molécula de DNA parental.

In otras palabras la replicacidén procede de una manera semiconserva
tiva. Esta se lleva a cabo de 15 a 20 hrs postinfecidn y da lugar a que
el DNA viral en este tiempo presente una sedimentacidn ligeramente mis
rapida ( 21S a 255 ) que el DNA forma I ( 215 ) en gradientes neutrales
de sacarosa.

Esto puede apraciarse mds detalladamente en fotografias de microsco
pia electrdnica en donde los intermediarios replicativos ( Fig 1 ) son
mids grandes que las moléculas de DNA parental, y mis alin de que ésta -
se lleva a cabo bidireccionalmente.

Lo primero que se lleva a cabo es la unidn dz la RNA polimerasa al-
DNA y la sintesis de pequefios oligorribonucledtidos sobre el DNA ( Pri
meros ), los cuales servirdn como base éara que la DNA polimerasa I em
piecé a sintetizar la cadena complementaria de DNA.

La replicacidn ocurre en diferentes lugares del DNA formando frag--
mentos replicados de DNA llamados de Okasaki en la direccidn l5-———-—-93I,
posteriormente ocurre la polimerizacidn Jde todos los fragmentos forma-
dos para formar una cadena continua de DNA. Terminada la iniciacidn y-
elongacidn de-las cadenas, la replicacidn termina en el momento en que
2 "forks" ( Ver apéndice A ) de replicacidén creciendo lleguen a juntar
se, y se ha demostrado de que no se requieren factores adicionales co-
m; proteinas para que la terminacidn ocurra., ( 94 ).

Es de hacerge notar que el mecanismo exacto AQ replicacidén no se co
noce ya que éste se lleva a cabo estando el DNA en forma nucleosomal -

( presentando el DNA las 4 histonas H2A, HZB' H3 Y H4 ) ¥ no se sabe-



- Cxactamente como el DNA se desnaturaliza y se va replicando, sin perder -
su estructura conformacional. Sin embargo lo mids probable es que la desna
turalizacién y la replicacién del DNA se lleven a cabo muy répidamente ——
permitiendo que las proteinas histdnicas se separen del DNA en el momento
que la DNA polimerasa I va sintetizando nuevo DNA y posteriormente éstas-—

se unen rapidamente tanto al DMAparental como a las nuevas moléculas re--

plicadds'. ( 94 ).
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Fase tardia:

Este periodo comienza cuando la replicacion del DNA viral empieza, y se
caracteriza por la aparicidn de RNA sintetizado a partir de la cadena com-
plementaria de DNA que se transcribe en la fase temprana.

La sintesis de mRMA tardio tiene como principal meta codificar las pro-

teina capsulares ( VP, , VP

1 2 Y VP3 ) virales. Este se sintetiza de 100 a -

500 veces mas éue el mRNA temprano, ya que se requieren una grﬁn cantidad-
de proteinas para el encapsulamiento del DNA viral. Por otro lado se ha es
timado que éste representa el 0.13% del RNA citopldsmico total ( siendo de
5,000 a 10,000 moléculas de mRNA por célula ), y que sufre ciertas modifi-
cacioﬁes, después de que éste ha sido transcrito ( Splicing ), (M ).

La transcripcidn de la cadena L se muestra en ia figura A en donde-

pueden observarse el tamafio de los 3 RNAs que se p.oducen, y a partir de -

donde se transcriben en el genoma de SV40.
&
Después de demcstrar por experimentos de hibrid zacidn entre el DNA de-

SV40 y el RNAm tardio, de que este Gltimo era transcrito a partir de la ca
dena L , se tratd de averiguar porque habia diferentes tamafios de RNA vi

ral ( experimentos de mapeo hechos con la enzima nucleasa S, ) en el perig

1

do tardio de infeccidn, (94).

|
El conocimiento de los diferentes tamafios de mRNA ( 16S , 185 y 195 ) -

se obtuvo por experimentos de hibridizacidn entre los mRNA aislados en pe-
riodos tardios de infeccidn y fragmentos de restricciédn de DNA de SV40, —-
asi como también por mapeo con S, llegandose a encontrar (g4 ) que el RNA

y gque el RNA 19S codi-

de 16S codifica para la mayor protecina capsular Ve,

fica para las proteinas VP_ y VP_ , sufriendo este ltimo un Splicing para

2 3

que se genere un RNA de 16S el cual codificara para la proteina VP3 ( ver-

figura A ).

.

% -
Lo mds importante de estos experimentos y otros reslizados mostro -

17



que casi todo el RNA es transcrito a'partir de las nuevas moléculas que se -
han formado y que casi no hay transcripcidn de las moléculas de DNA parenta-
les.

Ensamblaje del virus:

Poco se sabe a cerca del ensambléje del NA viral ( teniendo ya histonas -
de la cé&lula huesped ) y las proteinas capsulares virales para que se formen
particulés virales maduras.

Se ha observado que al comenzarse a sintetizar las proteinas capsulares -
, éstas se ensamblan solas formando cdpsides vacfas y que solo hasta que en-
tran en contacto con el DNA viral éstas se rearreglan para férmar los virio-
nes maduros, lleggndose a medir que este encapsulamiénto dura 8 hrs al menos.

Es de hacerse notar que estas observaciones se qbtuvieron a partir de ex-
perimentos in vivo , ya que in vitro disgregando ié cipsides y colocandolas
en contacto con el DNA viral no se observa reconsﬁgtuciﬁn de particulas vira

les enteras, Unicamente algunas capsides vacias.

Liberacidn del virus y muerte celular:

No se conoce un mecanismo especifico por el cuai el virus salga de la cé-
lula, lo finico que se ha observado es la asociacidn de las particulas vira--
les a la membrana nuclear, después de lo cual ést% se disgrega e inmediata--
mente o al mismo tiempo hay cambiog en la permeabﬂlidad de la membrana, con-

lo cual el virus sale al espacio extracelular.

Transformacidn por virus $V40 y virus Polyoma:

Este tema es de gran importancia para la investigacidn, pero no forma par-
te de esta tesis por lo cual no se detalla. Para informacidn sobre este te-

ma ver referencias ( 1,4 , 8, 11, 13, 20 , 26 ; 38, 59 , ™ ).
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En la figura se muestran:
a) Microfotografia electrénica de un intermediaric replicativo de SV40,
b) Representacién de las moléculas replicéndose mostrando dos puntas de replica-
cién 6 de ramificacién.
L1 y L2 : ramificaciones de igual longitud.
L3 : Fragmento superenrrollado sin replicar.
c) Ambas cadenas parentales cstan unidas, y las cadenas hijas tienen extremos 1i--

bres.

. 1 1
La cadena de crecimiento en la direccién 5——3 es sintetizada continuamente,

' 1 : 5
La cadena creciendo en la direccibn 3———5 es sintetizada en pequciias piezas

las cuales son subsecuentemente unidas, 3
El diagrama simplificado muestra la naturaleza helicoidi:i de las cadenas comple--
#
 mentarias. No se encuentran en esta fotografia la presenc 1 de nucleosomas,

'




Fig 1. Complejos de Replicacién de SV40.

Tomado de DNA Tumor Viruses ( 1981 ), (

94
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Proteiﬂg_ég: ( Caracteristicas Generales )

La Proteina 32 es una proteina desestabilizadora del DNA y parece tener un
papel muy importante en los mecanismos de replicacidn y recombinacién en cé
lulas infectadas con el bactericfago Tﬁ.

Esta proteina es codificada por el gene 32 del bacteriofago T4 3 fue puri-
ficada primeramente por Alberts, M.B.1979 ( 3) y se ha usado bastante para -
el alargamiento y visualizacidn de RNAs sintetizados in EiEEp_E in vivo tan-
to de organismos Procariotas ( E. coli ) , como de Eucariotas ( ovocitos de-
anfibio ) y algunos virus } b Iﬁ y virus SV40 ). |

Su funcidn es de esencial importancia para que la replicacidn del DNA del-
fago Tﬁ se lleve a cabo, ya gue esta es la principal proteina gue desnatura-
liza al DNA, permitiendo asi a la RNA polimerasa o DNA polimerasa I que se-
una facilmente al &cido nucleico y éste se transcriba o ‘se duplique.

Presenta otras caracteristicas muy interesantes como son su autorregulacidn
a nivel genético, llevandose a cabo primeramente por la unidn a su mRNA que-
la codifica, trayendo consigo la disminucidn de mRNAsque se traducen; meca--
nismo que se presenta por lo general cuando la Proteina 32 se encuentra en -
gran cantidad ( 16),

Una de sus principales caracteristicas intrinsecas es que presenta un efec
to cooperativo, es decir , después que se ha unido una proteina al DNA, se -
lleva a cabo la unidn de otras subsecuentes proteinas mas rapidamente y al -
lado de ésta.

Esta propiedad ayuda en gran medida para que la inhibicién de la traduccidn
de su mRNA se lleve a cabo rapidamente.

Algunas caracteristicas muy importantes y que-justifican la realizacidn de

algunos experimentos de esta tesis, son las medidas de las constantes de aso

ciacidn de la Proteina 32 con los acidos nucleicos, y son las siguientes (--
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( Jensen, E.D. et al.

DNA doble cadena
DNA simple cadena
mRNA ¢ T4

Otros EiNAS

1976 ).

Constante de asociacidn
0.8x 1071 u’
6 1 - +
10 M a 10 3M Na
6.3 X 10 2

L e
1.2'x 10"
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TRANSCRIPCION:

Las diferencias fenotipicas de los tipos celulares de un organismo ecucarid-
ta, resultan de la expresidn de algiin conjunto de genes. Conclusidn que es apo
yada ya que observaciones durante el desarrollo demuestran que no hay pérdida-
de genes en las células, © amplificacidn de genes activos transcripcionalmente.

Ademas el concepté de expresidn diferencial de genes en los tipos celulares
se ha verificado, ya que, existen diferentes poblaciones de mRNA; y lo mas im-
portante es que proteinas que existen en abundancia en algunas c@lulas no exis
ten en lo absoluto en las demas.

Estas observaciones llevaron a confirmar que la diferenciacidén celular da -
lugar de alguna manera a que ciertos genes se expreésen en algunos tipos celula
res y otros genes en otras.

La expresidon de genes en una c¢é€lula, o la formacidn de mRNA a partir de --

DNA se llama Transcripcidn. La enzima responsable de formar mRNA se llama RNA-

polimerasa y su funcidn aunque compleja a nivel molecular para regular de cierto

modo la expresidn de genes, se conoce de modo ya general,

Las células eucariotas tienen 3 clases de RNA polimerasa, responsables de -
sintetizar diferentes clases de RNA. Poco se conoce acerca de los mecanismos -
envuecltos en la iniciacidn de sintesis de RNA, esto es, acerca de la seleccidn
de secuencias de DNA para la Transcripcidn, y menos de cémo Se encuentran regu
ladas las regiones‘que se van a transcribir, y la funcidn que desempefia la RNA
polimerasa en estos procesos.

La Transcripcidn nuclear ocurre en dos regiones en el nucleoplasma. Aquellos
genes que se encuentran en el nucleblo se transcriben en RNAs ribosamales ( 23S
y 168 ) y son transcritos por la RNA polimerasa_l. Ademas hay que hacer notar-
aqui que la actividad de esta enzima representa mias de la mitad de la actividad

total transcripcional nuclear.
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Una segunda enzima, la RNA polimerasa IT es la responsable de la sintesis de

RNA heterogéneo nuclear, y proporciona

ta un 30% de la actividad transcripcional nuclear,

los precursores de mRNA, ademis presen

La 3a. enzima , llamada RNA polimerasa I1I se encarea de transcribir RNAs de-
» ¥ e

pequefio tamafio, como RNA 5S ( ribosomal ) y t-RNAs, teniendo un 10% de la acti

vidad total nuclear,

Algunas de las caracteristicas y propiedades de estas tres enzimas sc mucs -

tran en la siguiente tabla:

ENZTMA

LOCALIZACION

PROPORCION
DE

ACTIVIDAD

ACTTIVIDAD
OPTIMA
EN (NH4)ZSO4

INHIBICION DE

50% con a- A-

MANITINA,

( Tomado de

RNA

POLIMERASA T

Nucleolar

50-70%

0,05M

400pug/ml

Lewin, B.

. Tabla No.

1

_ RNA
POLIMERASA IT

Nucleoplasmica

20-40%

0,09M

0,025pg/ml

).

RNA
POLIMERASA T11

Nucleoplasmica

10%

0,05-0.17M

20pg/ml

El mecanismo mara la formacion de RNA se 1lleva a cabo primeramente por la unidén

de 1la RNA nolimerasa al DNA, y la subsiguiente polimerizacifn de trinucle6tidos -

1
| fosfatados, trayendo consigo 1a catilisis y unibn de ribonucle6tidos trifosfatados
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para formar ca 2nas de RNA.

Al menos para la RNA pelimerasa IT se ha demostrado que esta se encuentra
unida al templado y que hay algunas sehales para que esta empieze a transcri
bir a los genes que se encuentran en frentes (39 ).

Estas sefiales pueden ser la separacidn de algunas proteinas gque impidan -
que los genes puedan ser transcritos, o bién la modificacidn de éstas o de -
la RNA polimer-sa misma, como son la fosforilacidn de algunas subunidades de
la polimerasa © le otras proteinas.

Asi como también puede ocurrir la pérdida o ganancia de algunos péptidos-
o proteinas que permitan de alguna manera que la polimerasa pase por ellos y
los transcriba (73 ). s

Algunas de estas hipdtesis, en especial las Gltimas son fuertemente apoya
das, ya que experimentos realizados en el laboratorio muestran que algunas -
subunidades de la RNA polimerasa II estan presentes en aquellos genes que se
transcriben, mientras que en los que no se transcriben no se encuentran ( Es
tos experimentos fuerdn hechos usando al sistema modelo de SV40 , comparando
la Cromatina viral activa e inactiva transcripcionalmente, obtenida de gra--
dientes de sacarosa, Fig 24 ).

Por otro lado hemos demostrado ( en publicacidn ) que las histonas de ge-
nes que transcriben activamente estidn md3s acetiladas que aquellos que se en-
cuentran inactivos‘transcripcionalmente.

Estas evidencias confirman fuertemente que la regulacidén de la expresidn-
de genes se encuentra principalmente a nivel transcripcional.

Sin embargo hay gue hacer notar que la regulacién también depende de los-
genes que vayan a ser transcritos y de los mensajeros producidos en la célu-
la en algin periodo de su crecimiento, asi como también de las condiciones -
en que se crezcan las células.

Ahora no solo se sabe que estos reguladores ( Proteinas o modificaciones-

en las mismas) intervienen para que ciertos genes sean transcritos, sino que



experimentos in vitro hechos con extractos de algunas Célu]ﬁs, como Hela, o -
de c€lulas de tumor de ascites ( 46,100 ) muestran que hay ciertos factores -
proteicos ( Extracto S100: 1lamado al cxtracto obtcnido de estas células ) --
que promueven que solo ciertos genes scan transcritos especificamente, y no -
se transcriban al azar ciertos geﬁes ( hablando de genes potencialmente acti-
VOS pard que sean iranscritos ).

Todas estas observaciones® Sin embargo se abordaran mds directamente hasta-
que haya algln sistema para poder comparar a las regiones activas e inactivas
transcripcionalmente, sin embargo falta mucho por hacer.

Los detalles de la funcion de las secuencias de Poly A f Cap que se encuen-
tran en los extremos 3 y 5' del mENA no se dan con detalle en esta tesis, so
lo cabe mencionar que funcionan para el transporte del mensajero del nficleo -
al citonlasma ( extremo 3 , Poly A ) , y que algunos mRNA como los del gene-
de"s~ globina lo requieren intacto ( 40 a 60 residuos de A ) para que estos -
sean trasladados eficientcmente.. Sse observa que su funcidn regulatoria estéd
mds involucrada para la unién eficiente de mensajero con el ribosoma y proba-

blemente para evitar su accidn degradatoria.(94 ).
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Complejo de Transcripcidon viral y Minicromosoma de SV40 , obtenidos de algu-
nas preparaciones de purificacioén de complejos y tratados para microscopia clec--

tronica ( Delius, H. et al , 1972 ) . (%6},
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COMPLEJOS DE TRANSCRIPCION DE DNA DE SV40 *

Se mezclaron 30 ug de DNA de SV40/ml con 150 ug de RNA polimerasa de

E. coli , posteriormente, despues de la sintesis de RNA por 15 min, a-

3700 ; los complejos fueron tratados con Proteina 32 ( P32 ) , v £ija-

dos con glutaraldehido para la observacidn en microscopia electrdnica.

Se muestran®" la figura los tamafos de RNA sintetizados y algunas P32

fijas a estas cadenas de RNA ( flechas ).

* Tomado de: Delius, H.,et al. ( 1973 ). J. Mol. Biol. 74, 677-687.
Ref( 26 ).
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MAPA GENETICO DEL BACTERIOFAGO T4.

Se muestran en el mapa circular la localizacion de los genes del Bacteriofago T4.
Se dan los nombres de algunos genes que codifican para algunas partes estructu--
rales del fago.

Las mutantes de fase temprana estiin numeradas como:

DO: No sintesis de DNA,

DA: Inhibicidn de sintesis de DNA.

DD: Disminucién en la sintesis de DNA,

y algunas de fase tardia como:

MD: Maduracién defectiva.

El gene que codifica para la Proteina 32 estd numerado como 32 ( DO ), Una muta
cién pragroca que la sintesis del DNA se vea afectada, trayendo consigo en ocasio-

nes que no haya sintesis de DNA,
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MATERIAL y METODOS:

l.

Los disolventes empleados en la realizacibn de este trabajo

< & )
fueron proporcionados por el Laboratorio No. 24 a cargo del

32

Dr. Patricio Gariglio V. del Departamento de Genética y Biolo-

gia Molecular-

- Y. Ry e L -
Los reactivos empleados fueron guimicamente anallticos y pro-
porcionados por las sigulentes casas: Merck, Sigma, Packard,

BDH, BRL y Backer.

Reactivos especificos v enzimas usados::
a) Polyvmina P.- B.R.L.

b) Comassie (R25) .- Sigma.

c) Comassie (G250).- Siama.

d) Proteasa tipo XI.- Sigma,

.e) DNAasa I.- Sigma. 95% pureza.

f) PPO y POPOP.- Packard.

Los aparatos empleados para los experimentos fueron los si-

guientes:

¢

a) Contador de centelleo. Packard Tri-CARB. Modelo 3385 (Es-
pectrémetro de liquido de centelleo).
b) Ultracentrifuga Beckman. Modelo LB-55'

c) Fotbmetro espectral Carl-Zeiss PMQOII.
43) Sonica'or Qoniven, MST,

e) Centrifuega Corvall RC-5

f) Potencifmetro Beckman , modelo 3500,



Medios empleados:

Medio Tauria

Triptona - 10 g

Extracto de
levadura -~ 5g

NaCl - 10 g
H,0 - 1000 ml
NaOH 2% - 4.8 ml

Medio Minimo

RH,PO, = 13.6 g

4
(NH,) ,80, —‘2 g

MgSO4.7H20 - 0.2 g

caCl, - 0.01 g

2
FeS0,.7H,0 = 0,0005 g

Llevar ph: 7.4 con KOl

H20 - 1000 ml

Se adiciona 20 g glucosa (2% final)

y L-histidina al 2%.
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MEDIOS:

Preparacidn Medio ( M9 ).

Solucion Stock ( Sales 10X ) 1 1t.

Na HPO, ..., ... 70g.
KH, PO, venens 30g
NaCl...... v O

NH,CL, ... onw TOE,

Preparacion 1 1t Medio M9,

Soluciones Stock:

SAles TOX :si o5 woman puswosih v v veeaees 100ml,

Na PO, . ... v e e eteetearreretennne 493 WM,
KH2P04 22,0mM,
NaCl 8, Smhi,
NH,C1 _ 18,6nM.
Casamino 30m1, 0,3%

acidos ( 10% )

Glucosa 20% 20m1 ' 0,.4%
FeCl, 107N | 10m1 ' 0,0TmM.
MgSO4 ™ " Tml, oM,
CaCl, 0.1M Tl 0, TmM,
H,0 Bidestilada 838 ml,

Las soluciones se preparan por separado,
Las sales se filtran por Millipore y despues se esterilizan.
El medio s¢ prepara mezclando las soluciones en condiciones estériles,

Los Casamino &cidos: Laboratorios DIFCO. Detroit. Michigan USA,



REACTIVOS ESPECIALES.

Muramil Dipéptido. Produccién Instituto Pasteur.
Adyuvante de Freund Completo: DITCO,

Aceite Mineral: Produccidn Instituto Pasteur.
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CELULAS VIRUS Y CEPAS.

Celulas de rindn de mono de la linea CV1 fuerdn crecidas en medio Dulbecco
dificado, suplementado con 10% de suero fetal, en cajas de petri de 10 cm -

 diametro.
El Stock de virus usado fue de SVA0 de la linea 777,

Las cepas usadas de bacterias fuerdn las siguientes.

E. coli Uracilo” ) 5
; teniendo el genotipo de: Ura , His. , Sm .

E. coli. K12

RNAasa II%"
159 rne 105

E. coli, CR63.

E. coli,B : Cepa deficiente enLisozima. Produccién: Instituto Pasteur,

El fago usado fue: ¢Ty AmBL,q,: Simple mutante del gene 55, Produccién

del Instituto Pastcur,
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RESUMEN - TES §.

La metodologia que se encucntra descrita md3s adelante estd orde-
nada cronoldgicamente, de cdmo y cudles fueron los diferentes mate-
riales biolégicos gque se obtuvieron y se emplearon en este tesis.

Hay gue mencionar que parte de la metodologia de este trabajo,--
no se encuentra en la literatura alin, yva que ¢stda se desarrollo en-
el laboratorio bajo la asesoria del Doctor Patricio Gariglio; v por
lc tanto no doy referencia de las mismas. ( vea el orden de cdmo se
encuentran en el Indice de Materias y de Resultados).

a) Las técnicas mencionadas en Material y Métodos, sb6lo fueron rea-
lizadas para obtener el material bioldgico nécesario para realizar-
todos y cada uno de los experimentos que estdn enumerados en el In-
dice de Resultados.

b) La secuencia que se siguid para el montaje de la técnica para pu
rificar genes transcripcionales es la siguiente:

La idea central era precipitar el complejo de transcripcidn de -
SV40 ( 1% de copias ) y separarlo del resto de copias no activas --
transcripcionalmente ( 99% ).

El experimento final fue tener al complejo de transcripcidn en -
el cual, el RNA de este complejo tenga unida a la proteina 32 , y a
su vez esta proteina a los anticuerpos contra la misma, de tal for-
ma que todo el complejo ( Complejo de Transcripcidn- P32 - Anti P32
y Anti IgG ), sea lo suficiente grande para que se pueda separar --
del resto de copias no activas.

Para lograrlo, primero se intentd precipitar DNA de simple cade-

na, formando complejos con la proteina 32 ( ver caracteristicas de-

la en la Introduccidén ) y anticuerpos contra la misma, ya que -

P3s

como se sabe la P tiene mAds afinidad por el DNA gque por el RNA (-

32



ver constantes de asociacién ) . Ademds se us® primero DNA de célu-

las -CV_, , ya que es mas grande y tiene muchos sitios para qu la P

1 32

pueda unirsele.( Fig 15 ). ‘
El paso siguiente era usar DNA de SV40 que es mé&s pequeiio que el
DNA celular, y tratar de precipitarlo como en el experimento No.15.
En este experimento ( Fig 16 ) se usd suero blanco ( obtenido de
conejos no inmunizados ) para verificar que no hubiera precipita---

cidn inespecifica de DNA ( simple cadena ) ccn los anticuerpos.

Teniendo precipitados ambos DNAs ( usando como acarreador a la

Proteina A-Sepharosa para precipitar los complejos formados ), se -

tratd de precipitar a estos 2 DNAs ( DNA de c&lulas CV, y DNA de -
SV40 ) de simple cadena y separarlos de DNA de doble cadena; pero -
usando en estos experimentos como acarreador , anticuerpos contra -
los anticuerpos de conejo ( Para precipitar los complejos de DNA—P32-
Anti P__).

32

La idea aqui era formar complejos de DNAsc—P32 - Anti P32- Anti IgG
ya que el doble anticuerpo es mds pequefio que la proteina A-Sepharo
sa, los complejos formados son mas pequefios , y de alguna manera se
evita la precipitacidén inespecifica de DNAs, , RNAs 6 minicromosomas
de Sv40. ( ver descripcidén de resultados ), ( Fig 17 y 18 ).

Teniendo estos resultados empeze a ensayar las precipitaciones -
de RNA de SV40 ( cRNA ), ( ver Sintesis de cRNA ), ya que este RNA-
es el que se obtendria unido al minicromosoma en los fGltimos experi
mentos al tratar de precipitar al complejo de transcripcidn.

Primero se ensayd su precipitacidn, solo., es decir formando com

Anti P

plejos de cRNA- precipitindolos posteriormente a-

P32 32 Y

gregando Proteina A-Sepharosa ( Fig 20 ).
Posteriormente se ensayd su precipitacidén diferencial mezclando-

lo con DNA de 5V40 ( doblec cadena ) y usando como acarrcador al do-—



ble anticuerpeo ( Fig 21 ).

Con esto se tenia précticamenté montado el sistema para precipitar
al complejo de transcripcidn de SV40. Pero hacia falta un experimen
to; que es el siguiente;

Se ensayd la precipitacidn del cRNA mezclandolo con el Minicromo
soma de SV40 ( ver su Purificacidén en estd seccién ) y ( Fig 22 ).~
de esta manera se tendria el RNA y el minicromosoma juntos, tal y -
como se tendria en el Complejo de Transcripcidn de SV40 al tratar -
de precipitarlo ( ver Fig 23 ).

El filtimo paso a realizar era la purificacidn del Qomplejo de --
Transcripcidn de SV40 y separarlo de los minic;omisomas, tal y como
se obtenian en las preparaciones ( ver Purificacidn del Complejo de
Transcripcidn y Fig 24 ). £

Con esta serie de experimentos se llegd a‘ﬁnsayar varias veces -
la precipitacién dél Complejo de Transcripci‘% de SV40 ( ver resul-

tados parte II ). i

Todos los experimentos descritos anteriormente son los que lleva

ron a tener una metodologia para tratar de pgecipitar a genes acti-

vos transcripcionalmente.



Obtencicon de Fago T, (7)

La obtencidn de fago ¢ ( ¢ T, ) se realiza de la siguiente ma-
nera:

Se crece un cultivo de 300 ml. de la bacteria E. coli CR63 en -
medio M3 por toda una noche.

Al dia siguiente una fraccidn del indculo se diliiye en 6 litros
de medio M9 hasta obtener una absorbancia de 0.01 a 590 nm.

3 . ; o
Posteriormente la bacteria ce crece a 37 C hasta cobtener una -

lectura de 0.1 a 0.2 de absorbancia a 590 nm. Se le anade ensequida

al medio 40mg/litro del aminoacido L-Triptofano. 10 minutos des--
pués , las bacterias se infectan con ¢ Th s adicionando 1 fago por
cada 10 bacterias ( moi= 0.1 ).

El cultivo se incuba por 4 horas; luego se-.adicionan 2 ml de --
cloroformo y 35 jig de DNAasa I por cada litro de cultivo.

Se incuba nuevamente por 30 minutos a 37% y posteriormente se-
enfria a 400. Se centrifuga a 6000 rpm por {Q min, 40C en rotor --
GSA , para quitar restos celulares ( se tom;lalicupta de sobrena--
dante para titulo ). &

Al sobrenadante se le agrega NaCl ( conce tracidon final de 0.5M)
y Polietilenglicol 6000 ( PEG 6000 ) al 10%Ifinal; se mezcla por -
2 hré a 4°C y se deja reposar por toda la noche a 4OC, centrifugan
dose después a 6000rpm, 10 min, 4OC en rotor GSA ( se toma nueva-—-
mente alicuota de sobrenadante para titulo ).

La pastilla obtenida se resuspende en 125 ml de buffer Tris HC1
0.02 M pH:7.4, 0.1 M NaCl,y se mezcla suave@ente por 1 & 2 dias.
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Titulacién de fago T, (7))

4

29

La titulacidn de sobrenadantes obtenidos en la preparacién de

fago Tz

, Se realiza de la siguiente manera:

1) Se realizan diluciones de la solucidn original del fago des

w3 =
de 10 hasta 10 e

en medio Luria:

1 o
Dilucidn

ml de la sol.

anterior

ml de medio

Luria

-2 -4 -6 -8 -9 -10 -11
0.1ml 0.1 0.1 0.1 1.0 1.0 1.0
9.9 m1 9.9 9.9 9.0 9.0 9.0

Nota:Cambiar de pipeta en cada dilucidn.

[

2) Las diluciones del fago se agitan en wn vortex y se titulan

desde -8 en adelante.

Para esto se toman 0.1 ml de la dilucién del fago y se colocan

en tubos pequefios y por duplicado; después se adiciona a cada tubo

2 gotas de bacteria CR63 ( crecida hasta 0.1 de absorbancia a 595

nm. ).

[

Se afade a cada tubo 2.5 ml de agar blando y fundido a una tem

o . S . 0 - .
peratura de 42 C y se vierte en una caja de petri con agar sdlido

( Medio luria con agar al 1.5% ); se deja solidificar durante 30-

min a temperatura ambiente, en posicidén invertida para evitar go-

teo.

. - . -0 - 3 .
Las cajas se ponen después a incubar a 37 C y al dia siguiente

se observan y se cuentan las placas formadas.

Se determina el titulo ( ntmero de fago infectivo por ml de --

. -
suspengion ).
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Se centrifuga a 5000 rpm por 10 min, 4°C en rotor GSA, para
limpiar el fago de restos celulares.

El fago se almacena en refrigeracibn a 4°C.



inreccion de pacterias kL. coli B con p 'y para la obtencisdn

de Proteina 32 (P32). ( 5)

Se crece un inbculo de 300 ml de bacteria E. coli B en
medio M9 a 32°C por toda la noche.

Al dia”- siguiente una fraccibn del in6culo se diluye en 8
litros de medio para obtener wna absorbancia de 0.1 a 590 nm,

El cultivo se crece a 32°C hasta una abserbancia de 1.0 a
590 nm (se tienen en esta lectura 4-5 x 108 células por ml de
cultivo). Aproximadamente de 3.5 a 4 hrs después de que se ini-
ci® el cultivo se obtiene la lectura de‘l:D de absorbancia.

Enseguida se adiciona 40 mg del L-Triptofano por litro de
cultivo y se incuba por 10 min (se tomé aqui_una alicuota de
1 ml para recuento de colonias).

Posteriormente se infectan las bacterias con fago T4 Am 262,
adicionando 5 fagos por bacteria (moi = 5); 5 minutos después se
agrega mds fago (moi: 5) (durante este tiempo, se toma una ali-
cuota del cultivo). Se incuba el medio a 32°C por 1 hora 30 min;
enseguida se enfria 4°C.

El cultivo se centrifuga a 8000 rpm por 5 min, 4°C en rotor
GSA (SorvalD; se descarta el sobrenadante y la pastilla obtenida
se pesa en papel aluminio y se congela en nitrSgeno liquido.

Posteriormente, la pastilla se almacena a -20°C,
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Cuenta viable de Bacteria

Para verificar la infeccidn de E. ggli B con ¢ Ty , se cuenta cl ng
mero de bacterias antes y despuéﬁ de la infeccidn ( ver infeccidn de -
E. coli con ¢ T4 Y

A las alicuotas tomadas antes y después de la infeccidén se les rea-

liza cuenta viable de bacterias ( Absorbancia 1.0 a 590 nm ) que contie

: 3 8 ;
ne aproximadamente 4.5x 10 bacterias/ml, como se muestra.

1072 1074 1076 10”7 1078 1072
bacteria _ -
(ml sol. anterior) 0.1 0.1 0.1 1.0 - 1.0 1.0
Medio
Luria (ml) 9.9 9.9 9.9 9.0 9.0 9.0

Las diluciones se agitan en un vortex; enseguida se toman por duplica
do 0.1 ml de la dilucidn correspondiente y se vierten sobre cajas con-
- ; : o =
agar. Después se espatula y se incuban las cajas a 37 C por toda la noche

y al dia siguiente se cuenta el nimero de colonias formadas.



Datos sobre las columnas usadas en la Purificacidn de P32

Las columnas de vidrio se lavan con 0.2 M NaOH:a temperatura
ambiente, y después con 1,0 bidestilada estéril, posteriormente,
éstas se esterilizan.

Las columnas LKB o de farmacia se tratan con 0.2 N NaOH por
toda la noche y después se les pasa abundante agua bidestilada
estéril.

Dimensiones columna DNA-Celulosa: 1.8 x 30 cm.

Volumen de lecho: 120 ml.

DNA-Celulosa: Aprox. 1.56 mg DNA/ml de Celulosa (45 g DNA-Celulo-
sa seca).

Buffer lavado:; Buffer B (Tris HC1 0.02 M pF: 8.1, 2.0 M NaCl,

5 mM EDTA) .

Buffer £quilibrio: Buffer B (Tris HC1 0.02 M pH: 8,1, 0.05 M

NaCl, 5 mM EDTA, 1 mM B-mercaptoetanol, 10% glicerol).

Columna DEAL~-Celulosa

DE52 Whatman (15 g DEAE-Celulosa seca).

Dimensiones: 1.5 x 30 cm. ‘

Volumen de lecho: 45 ml.

Lavado; Ruffer C2:(Tris HCL 0.02 M pH: 8.1, 0.5 M NaCl, 1 mM
EDTA sin glicerol y B-mercaptoetanol).

Equilibrio: Buffer C,: (Tris ECl 0.02 M pH: 8.1, 1 mM EDTA, 1 mM

B-mercaptoetanol, 10% glicerol.

Columnas Fosfocelulosa: Whatman P-11 (3 g Fosfocelulosa seca).
Dimensiones: 0.9 x 15 cm.

Volumen de lecho: 70 ml,
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Lavado: Buffer D,: (Tris HC1 0.02 M ph: 8.1, 0.05 M NaCl,

2
1 mM EDTA, 1.0 mM B-mercaptoetanol, 10% glicerol,



Preparacidn Resina DNA-Celulosa (105)

Parteé T. Preparacion de la Celulosa.

1. Suspender 100 g de Celulosa { Cellex # 410 BIO-RAD ) en 10 volumenes -
de H20 estéril, en un cilindro de 45 cm de altura. ( Se utilizd una pro-
beta de 2 litros ).

2. Decantar el sobrenadante ( por aspiracidén ) después de 60 min, para de
sechar particulas finas.

3. Repetir el lavade ( 6 veces ) con 50% de etanol.

4. Lavar 2 veces con etanol 100% mediante filtracién en un embudo Buchner.
5. Lavar con H20 bidestilada estéril 2 veces. g [ Filtrar en

6. Lavar con NaCH 0.5 M.

Buchner

7. Lavar con H20 2 veces
con 2 hojas

8. Lavar con HC1l 0.5 M.
Whatman 1 MM

9. Lavar con H20 bid. 4 veces.

En todo este'tiempo permanece la Celulosa en el embudo Buchner.
10. Posteriormente se retira y se seca toda la noche con pistola de aire
:( sin calor ) , cubriendo el recipiente con una gasa.
11. Liofilizar durante 30 hrs, o dejar 2 dias en un desecador y liofili--
zar al menos 5 hrs.

12. Almacenar el polvo a —20°C.

"Preparacidén de DNA-Celulosa

Parte II. Preparacidn del DNA.

1. E1 DNA ( q q ) S _'r(.‘SUSI‘QHdE‘-" en 0.01 M de Tris HC1 pH: 8.1, TmM EDTA-
- . O

a una concentracidn de 2mg/ml. Para esto se agita suavemente a 4 C por --

48hrs.
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2. Extraer con fenol saturado con Tris HC1 0,01 M pH: 8.1, a

temperatura ambiente.

Extraccidn

2.1 1 volumen de fenol saturado + 1 vol de muestra.

2.2 Agitar suaveﬁente durante 2 a 3 min y centrifugar a
4000 ﬁ 7, 10 min, 4°C (5000 rpm, rotor Gsﬂ.

2.3 Recuperar la fase acuosa (superior) la cual contiene el DNA,.
Repetir la extraccidén 3 veces.

3. Precipitar el DNA de la filtima fase acuosa con 2 volfimenes de

.etanol a -20°C, toda la noche.
4. E1 DNA se colecta por centrifuqécién,EBO min, a 6000 x g,

4°C (6 6000 rpm rotor GSA).

5. Secar con aire toda la noche y liofilizar 40 hrs.

-

Preparacibn de DNA-Celulosa s

Parte III. Uni6n DNA a Celulosa).

1. E1 DNA liofilizado se resuspende a una concentracibn de 2 mg/ml
en 10_2M K2HPO4, EDTA 10_3M, (para dar un pH: 8.5 por 48 hrs
a temperatura ambiente. ;

2. Calentar en alicuotas de 10 ml a 100°C por 15 min.

3. Enfriar répidamehte y hacexla solucibn Tris HC1l 20 mM
pH: 7.4 final (2.5 ml de Tris HC1l 0.1 M pH: 7.4/10 ml de
muestra), en una alicuota a 260 nm mgdir absorbancia.

4. Mezclar 1 g de celulosa liofilizada for cada 3 ml de solucibn

de DNA, lentamente y con agitacidén suave a temperatura ambien-

te. Generalmente se usan 100 g de celulosa.



5. Secar la amalgama con aire toda la noche y liofilizar poxr 40
hrs.

6. E1 polvo se macera ligeramente en un mortero y se resuspende
en etanol al 100%. (12.5 g de polvo/100 ml etanol 100%).

7. La suspensidn se expone a luz U.V. a 100,000 ergs/mm"~, 40
min y con agitacidn ligera, (en un refractario de 1000 cmz).

8. La DNA-Celulosa se lava extensivamente con solucidn 10 mi
Tris HC1l, pH: 8.0, 1 mM EDTA (Buffer TE).

Se filtra en Blichner y se mide absorbancia a 260 nm al fil-

trado.

9. Secar con aire toda la noche, y liofilizar por 48 hrs.

10. Almacenar a -20°C.

11. Antes de usar la resina se resuspende en -T.E.

(Nota: Por esie método se une més del 30% del DNA a la celulosa).



Purificacidén de Proteina 32 ( P, (7).

Se mezclan en una licuadora 100 g de bacterias E. coli B infectadas --
con el fago '1“‘1 Am 292 con 300 ml de Buffer A1 ( Tris HC1 0.02 M pH: 8.1,-

1nM EDTA, 10 mM MgCl 2 mM CaClz, TmM B- mercaptoetanol. Las bacterias -

27
se suspenden por 5 min a baja velocidad en la licuadora a 40C, ( tomar a-
licuota de 50011 ).

Despues se agregan 12 mg de DNAasa I comercial y las bacterias se rompen
en un sonicador ( MSE ) en volumenes de 200 ml dando 12 golpes de 20 segs
e intermedios de 40 seqg a 24 micrones. Las bacterias rotas ( sonicado ) -
se incuban por 1 hr a 1OOC y despues se enfria a 4°C: en todas las etapas
siguientes la temperatura se mantiene a 4%.

Se centrifuga a 8000 rpm por 15 min en roior GSA ( Sorvall ) , para qu:
tar restos celulares ( se toma alicuota ).

El sobrenadante se ultracentrifuga a 100,000 x g por 90 min ( se usd -
un rotor tipo 60 ti ) para bajar ribosomas, y ée dializa contra 400 ml de
buffer A2/10 ( Tris HC1 0.02 M pH: 8.1, 0.05M NaCl, 5mM EDTA, 1 mM B-mer-
captoetanol ) realizando 3 cambios de buffer éurante 24 hr.

El dializado se centrifuga a 8000 rpm , 15 min en rotor GSA y se le a-
qrega.giicerol 10% final; posteriormente se pasa por una columna de DNA -
Celulosa equilibrada con buffer B1 ( Tris HC1 0.02 M pH; 8.1 , 0.05 M NaCl,
5 mM EDTA , 1 mM B-mercaptoetanol , 10% glicerol ).

Nota: Trabajar hasta aqui lo mds rdpido posible para evitar la accidén de-

proteasas.



La elucibn de la columna se lleva a cabo por medio de un
gradiente discontinuo de sal, usando 250 ml de los buffers Bl a
BS' conteniendo respectivamente Tris §C1 0.02 M pH: 8.1, 5 mM
EDTA, 1 mM B-mercaptoetanol, 10% gliccrol y las concentraciones
crecientes de sal de 0.05 ¥, 0.15 M, 0.4 M, 0.6 M, v 2.0 M Nacl.

Se colectan fracciones de 6 ml y se¢ analizan por aborbancia
a 280 nm.

Nota: La P eluye en un pico a 0.6 M de NaCl.

32
Posteriormente, se juntan las fracciones que' corresponden
al pico de P32 (90 ml aproxidamente) y se dializan contra 2 1t

de buffer C, (Tris HCl 0.02 M pH; 8;1f 1wl EDTA, 1 mM f-mercap-

1
toetanol, 10% glicerol), realizando 2 cai.oics de buffer durante
24 hrs.

=

Este dializado se coloca en una col =na de DEAFR-~Celulosa

eguilibrada con buffer C y se eluye con un gradiente continuvo

17!
de sal dé 0.0 a 0.5 M de NaCl con 150 ml de los buffers ¢, v ¢,
(Tris HCl 0.02 M pH: 8.1, 0.5 M NaCl, 1,0 m EDTA, 1 mM R-mer-
captoetanol; 10% glicerol).

Igual gque anteriormente se colectan;fr;:ciones de 6,0 ml y
se analizan por absorbancia'a 280 nim,
Nota: La Proteina 32 eluye en un pico aproximadamente a 150 mM
NaCl se juntan i las fracciones del pico (635 ml aproximadanmente)
y se pasan por una columna de fosfo-celulnua equilibrada con

buffer D, (Tris HC1l Q,02 M pH; 8.1, 0.2 M Na(l, 1 mM (-mercapto-

1
etanol, 10% glicerol). La elucibn sc lleva a cabo también con

buffer D, (bajo estas condiciones la P,, no se une a la fosfoce-

lulosa).



Se colectan las fraccioﬁes igualmente que para las otras
columnas y se mide absorbancia a 280 nm.

Las fracciones de P32 eluidas de la Fosfocelulosa (65 ml)
se dializan contra buffer ElO (Tris HC1 0.02 M pH: 8.1, 0.1 M
NaCl, 1 mM EDTA, 0.5 mM DTT, glicerol 10%) o buffer Eﬁz (igual

al buffer E g Pero conteniendo glicerol al 62%) a 4°C por toda

1

la noche.

La Proteina 32 posteriormente se guarda a -20°C.



Cuantificacifin de Proteinas por el método de Bradford

Reactivos:

1)
2)

3)

4)
5)
6)

Etanol al 95% (50 ml).

o 1
H3PO4 al 85% (100 ml).

Disolver 100 mg de azul de Comassie G250 en 50 ml de etanol
al 95%.

Agregar 100 ml de H PO4 85s.

3

Diluir la solucidn hasta 1 1t con H.0O bidestilada.

2

Filtrar en Whatman 3MM.

Ensayo:

a)

b)

c)

Se ajusta la muestra de proteina con solucibn salina 0.15 M
NaCl o buffer adecuado hasta 100 jl.
Agregar 5 ml de reactivo de Bradford.

Medir a 595 nm inmediatamente.

Se hace siempre una curva estédndar con albGmina, de la si-

guiente manera:

Tubo BSA (1 mg/ml) NaCl 0.15 M Bradford
1 0 ul 100 ul 5 ml
2 s i o 95 ul "
3 10 pl ) 90 ul »
4 20 nl 80 ul "
5 30 pl 7.0 1l n
6 40 ul 60 pl "
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Tratamiento de bolsas de dié&lisis ( 105 ).

1. Hervir las holsas en agua bidestilada estéril conteniendo NaHC03

*

al 10% y 10 mM de EDTA por 15 min.

2. Tirar la solucibn y lavar las bolsas varias veces con agua bides-

tilada estéril.
3. Repetir la operacidn 1 y 2.
4. Esterilizar las bolsas en 1 mM EDTA por 20 min.

5. Almacenar las bolsas agregédndole 2 gotas de cloroformo, a 4°C.



Preparacibn de virus de Simio (EV40) ¢ 105 ).

1. Se siembran 50 cajas de petri (P100) con 3x106 c@lulas cada caja
(24 hrs antes de usar); se incuban a 37°C en una cimara conteniendo

co se retira el medio y se lavan las c&lulas con buffer PBS. Se

g
infecta cada cultivo agregando 0.01 PI'U (Unidades formadoras de pla-
ca) de virns por célnla (en 0.5 ml de Medio Dulbecco sin suero). Las
cajas se mueven deslizando el medio en direcciones perpendiculares)
cada 20 min; se incuba por 1 1/2 hr a 37°C (para permitir la adhe-
sibn del virus); se adicionan 10 ml por caja de Medio Dulbecco al

2% de suero fetal de bovino. '

Se incuba a 37°C (incubador con 002) por 10 dias (£l efecto ci-
topdtico se observa entre 7-10 dias).

Con un gendarme (hule) se separan las células y se mezclan den-
tro de la caja; la suspensibn se coloca en un tubo de centrifuga -
(frascos de 250 ml estériles); se centrifuga a 8000 rpm por 30 min.
(4°C) en rotor S8S34 (Sorvall).

El sobrenadante contiene la mayor parte del virus; la pastilla
(conteniendo también virus) se suspende en buffer PBS. Posteriormen-
te se sonica 3 veces por 15 seg a 50 watts (4°C). Se centrifuga 30
min, a 8000 rém (4°C) en rotor SS34 y el sobrenadante sc mezcla con
el sobrenadante anterior.

El sobrenadante total se centrifuga a 25 000 rpm, 5 hrs (4°C)
en rotor SW27; el virus queda en el paqguete, el cual se resuspende

en 1 ml por cada tubo de rotor (27 ml vol. de cada rotor) de PBS (o

medio Dulbecco con 1% de suero fetal), y se deja por 18 hrs al menos

a 4°c.
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Titulacibn del virus SV40 por el método de PFU (Unidades formadoras

. de placa). ( 37 ).

1. Se siembran células de la linea CV1, teniéndose lx106 células
por caja (P60).

Al dia siguiente se preparan las diluciones del virus en Medio
Dulbecco (sin suero) o PRS (10'6, 10"7, 10"8, -10“9, v 10“10). Se e-
limina el Medio y se lavan las células 2 veces con 5 ml de buffer
PBS (a 4°C).

Se infectan las células con 0.2 ml por caja de cada dilucidn.
Las diluciones e infecciones se hacen po; cuadruplicado.

Las cajas se mueven cada 20 min para permitir la absorcidn del
virus; este proceso dura 90 min.

Por otra parte se prepara una mezcla de agar noble al 0.9% en
Medio Dulbecco al 1.8%, a 45°C.

(debe de conservarse a esta temperatura hasta el momento de usarsel
Al final del periodo de absorcidn se anade 1 ml de mezcla agar- Me-
dio a 45°C por caja; luego de que solidifique se anaden 4 ml mas.

Se incuban las cajas invertidas durante varios dias a 37°C.

A partir del 14°dia se empiezan a observar las placas (algunas
veces se obseévan después de 16 a 18 dias).

Para observar con mejof claridad las placas se tinen con 4 ml

de una solucibn al 0.01 % de rojo neutro estéril disuelto en NMedio

Dulbecco completo.
Se incuban por 18 hrs (con CO? a 37°¢) .

Al dia siguiente se retira el colorante y se cuentan las pla-

cas.
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* La suspensidn de virus se mezcla suavemente con una pipeta
Pasteur (al final se ajusta con 1% de suero fetal de ternera (si se
usd PBS para resuspender) y se centrifuga a 2000 rpm, 10 min, 4°C
en SS34. E1 sobrenadante contienc el virus.

Se almacena 1 ml por tubo a -20°C.

POsteriormente, el virus se titula para determinar PFU/ml (Uni-
dades formadoras de placa).

Puede determinarse también la dilucibn viral que afin produce
una cantidad maxima de[?%]m DNA en extractos de Hirt(:ssy . ESte mé-

todo ofrece la ventaja de ser mas répido gue el plaqueo.
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Obtencibn de DNA de SV40 por el Método de Hirt. (53).

- Cé&lulas de la linea CV, infectadas con el virus SV40 y

1
marcadas con timidina radioactiva entre 20 y 40 hrs despuds de
la infeccibn son empleadas para la obtencibén de DNA de SV40, y

DNA celular marcado ( ver células y virus ).

Las células infectadas en cajas de 6 cm de didmetro) se co-
locan a 4°C (sobre hielo).

Se retira el medio y las cé&lulas se lavan 2 veces con 5 ml
de buffer PBS'a 4°C. Después se agrega 1 ml de solucibn Hirt
(Tris HC1 10" %n pH: 7.5, 10™u EDTA, 0.6% sps) (6 2.5 mlL si la
caja es de 10 cm de diémetro), y se deja ca contacto sobre las
células entre 10 y 20 min a temperatura ambiente.

Las cajas sc¢ inclinan suavemente (2 :?ces); se despegan las
células con la ayuda de un gendarme, coloééndolas (sin usar pipe-
ta, por inversién en la caja) después en un ‘tubo FFalcon ° Eppgndorf e
(revisar que el volumen obtenido por caja sea de apro%imadamente
1.2 ml). Se adiciona NaCl (5 M) a una concentracibn final de
1,0 M; se tapa el tubo y se mezcla suaveménte por inversidn 3
veces, guardidndolo después por lo menos 8 hrs a 4°C.

El tubo se centrifuga a 10,000 rpm, 60 min, a 4°C en rotor
SS34; la fase superior conteniendo el DNA-Viral se extrae y la
pastilla contiene el DNA celular. }
Ambas fracciones de DNA se gquardan a 4°C para su purifica-

cibn posterior.



~ Furificacién de DNA de C€lulas CV, y de S5v40, para ensayos de precipi
ks , & x

tacidn de acidos nucleicos. ( 105 ).

El DNA obtenido por el Método de Hirt ( El celular y el viral) se-
purifica de la siguiente manera:

A un volumen de solucidn de DNA, agregarle 1 volumen de fenol satu
rado con buffer TE ( Tris HC1 10 mM pH: 7.9 , 1mM EDTA ) La mezcla se
agita lentamente por 2 a tres minutos a tamperatura ambiente y después
se centrifuga a 1500 xpm ( 4OC ) en rotor SS34 ( Sorvall ); después -
se toma la fase acuosa superior que contiene el DNA y se la realiza -
una 2a. extraccidn fendlica ( la fase fendlica inﬁerior se descarta -
cada vez )

Posteriormente , a la fase acuosa se le realizan 2 extracciones --
con cloroformo: alcohol isocamilico ( 24:1 ) , adicionando 1 volumen -
de esta mezcla.

- La mezcla se agita varias veces durante 1 min. en cada extraccidn,
y la fase acuosa superior se trata luego con 2 volumenes de etanol --
absoluto dejindolo por toda la noche a —ZO?C.

Nota: A esta mezcla no se le agrega NaCl, ya que viene del Hirt.

.

Al dia siguiente la suspensién de DNA se centrifuga a 10,000 rpm,
por 60 min,  ( éoc ) en rotor §5834 ( Sorvall ) y la pastilla obtenida-
se suspende en el menor volumen posible de buffer TE.

Para quitar el excesc de SDS al DNA; se toma 1 ml de solucidn de -

" DNA y se pasa por una columna de Sephadex G10 & G50 de 20 ml de volu-

men de lecho previamente preparada y equilibrada con buffer TE.



El DNA se eluye con el mismo buffer TE, colectandc fraccio-

nes de 500 ul.

¢
El pico de DNA elufdo se detecta por absorbancia a 260 nm o

por medio del M&todo de Rurton (17 ).

Este DNA se guarda posteriormente a 4°C.

Nota® Usando este tipo de Sephadex el DNA (tanto celular como

viral) eluye en veolumen vacio (volumen muerto) y el SDS queda in-

cluide en la columna.



Determinacidén de DNA por el método de Burton ( 18 )

Reactivos

Solucidn stock de DNA .

Se prepara una solucibn de DNA a una concentracibén de 0.4
mg/ml en 5 mM de NaOll, la cual se almacena a 4°C.

Las suluciones de DNA para la curva estdndar se preparan
mezclando 1 volumen de solucidn stock de DNA con un volumen de
HClO4 1 My calentando la mezcla por 15 min a 100°C.

Las soluciones esté&ndar se preparan a las concentraciones de

10 pg/ml, 20 ug/ml, y 40 vg/ml, respectivamente.

Difenilamina .

La solucibn de Difenilamina se prepara mezclando 1.5 g de
Difenilamina destilada con 100 ml de &cido acético concentrado y

1.5 ml de 1i,S0, concentrado; la soluci@én se almacena en la obscu-

e
ridad.

Para usar se toman 20 ml de la solucibn de difenilamina y se

adicionan 100 pul de acetaldehido en solucibn acuosa (16 mg/ml).

Ensayo para muestras en liquido

Se toman 200 pl de muestra a lo que se desea estimar la con-
centracidn de DNA; se adicionan 200 pl de 0.5 N HClO4 y 800 ul de
difenilamina (con acetaldehido).

Los tubos conteniendo las muestras se tapan con papel alumi-
nio o se guardan en la obscuridad y se agitan suavemente por 20

hrs a temperatura ambientec, después de lo cual se lee absorbancia

a 600 nm.
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Ensayo para resinas

El ensayo se realiza tomando 100 il de resina y disolviéndola
en 4.9 ml de 0.5 N HClO4: la solucibn se agita para hacerla homo-
génea, y se toman 200 pl de la suspensibn, para ensavarx la canti-

dad de DNA del mismo modo que el ensayo para muestras en liquido.



Corte y Desnaturalizacidén de DNA de SV40. .( 105 ).

El DNA de SV40 obtenido por la técnica de Jlirt y posteriormente--
purificado por medio de extracciones fendlicas, se corta con la enzi-
ma de restriccidn Eco. R1.

Se toma 1 ug de DNA y se le adiciona 2 unidades de la enzima en u-
na mezcla de reaccidn conteniendo 50 mM Tris HCL pH: 7.5 ., 10 MM MgCl,,
; 50 mM NaCl , 1 mM DTT , en un volumen final de 23 ul.

Posteriormente la mezcla se incuba por 5 hrs a 370C ; después la -
reaccidn se detiene calentando 5 min a 7OOC . El corte del.DNA se ob-

serva posteriormente por medio de geles de agarosa ( ver Técnica ge--

les de Agarosa ).

Desnaturalizacién de DNA.

La desnaturalizacidn del DNA se realiza calen.ando una solucién de
. 0 . i . - -
DNA ( 43.5 pug/ml ) por 15 min a 100 C y posteric mente enfriandolo ra

. i O
pidamente en hielo a 0 C. '

De esta manera se prepara el DNA cadena simple.
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Calendaric de Inmunizaciones. ( 106 )

Para la oblencidn de anticuerpos contra la Proteina 32 , 8 conejos
jovenes New Zeland de 2 meses de edad fuerdn inyectados y sangrados-

de acuerdo al siguiente esquema:

Nimero de Conejo: Agente Inmunizante
55 , 56 P32—Murami] Dipéptido ( P ,=MDP Y
57 , 58 P3?—Adyuvante de Treund completo.
59 , 60 P__- ~Bd » de S
51 32 RNA(Levadura) Adyuvante de Freund

Completo.

61 , 62 P32-RNA(Levaduré}—Muramil Dipéptido.
Cada conejo recibe 4 inyecciones a los tiempos ( 0, 15, 30 y 60 dias)
La primera inmunizacidn de los conejos se realiza inyactdndolos --

en los cojinetes de las patas traseras y en la parte dorsal.

Las siguientes 3 inmunizaciones se realizan simultaneamente por via
subcutdnea en la parte dorsal y por via intramuscular en las patas tra
seras.

El sangrado de los conejos ( 5 ml ) se realiza cada 15 dias, des--
pues de la primera inmunizacidn , para ir observando la respuesta —-
del conejo y el titulo de anticuerpos.

El titulo se sigue) por medio de Inmunodifusién ( ver Preparacidn-—

de Ouchterlony ).



Preparacibn de Inyecciones para Conejos ( 106 ).

A. Preparacibn de Muramil Dipéptido (MDP) para 10 inyecciones.
Disolver 2 mg de MDP (ver Reactivos) en 500 pl de HZO bi-
destilada estéril (1 ampolleta comercial).
Se toman 50 pl de la solucidn de MDP (200 pl de MDP); y se
anaden 200 pg de Proteina 32 mas 250 pul de Aceite mineral comer-

cial (ver Reactivos). Posteriormente se mezcla con un homogeni-

zador hasta que se forme una emulsidn.

B. Inyeccidn con Adyuvante de Freund Completo.
Tomar 200 pg de Proteina 32 y agregar'un volumen de Adyuvan-

te de Freund completo.

Nota: Is conveniente que la proteina esté disuelta en un pequeno

volumen de buffer.

Después, agregar solucidn salina (0.15 M NaCl), para llevar
a un volumen final adecuado (800 pl por ejemplo).

La mezcla se homogeniza como se indicid anteriormente hasta

que se forme una emulsidn.

Nota: Las inyecciones con el adyuvante Muramil Dipéptido se pre-
paran al momento y las de Freund se pueden almacenar por 1

semana a 4°C.
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Después de sangrado el conejo, se deja la sangre por 1 o 2 ho-
ras a temperatura ambiente, para que se forme el coégulo.
Posteriormente, separar cuidadosamente el codgulo de las pare-

des del tubo con una espdtula de metal y sc guarda en el refrigera-

“

dor por 12 o 24 hrs para permitir la contraccibén del codgulo.

Al dia siguiente el suero se decanta en tubos adecuados (Falcon)
y se centrifuga a 1000 x g por 30 min, a 4°C (6 2500-3000 rpm, en un
rotor de 14 cm de radio; en rotor S$S34). Cuidadosamente el suero se
renueve por decantacidn o con una pipeta pasteur con la punta justo
debajo del menisco.

Si se requiere un suero muy claro, se repiten las centrifugacio-
nes.

1 suero después de centrifugado, se guarda a -20°C, o con mer-

thiolate al 0.0001% o azida de sodio al 0.1% a 4°C.
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Téenica Cuchterlony ( 105 )

Las placas sobre las que se va hacer lé inmunodifusidn se¢ lavan
con RBS (detergente) o con 8DS al 10% y después se lavan varias ve-
ces con agua bidestilada, hasta que corra uniformemente el H20 sobre
el cristal.

Las placas se colocan en un horno por 10 min. a 80°C.
Pretratamiento.

Colocar sobre la placa (con una pipeta pasteur) 2 gotas de aga-
rosa (Sigma) al 2% disuelta en agua y rapidamente extenderla con el
dedo para que quede una pelfcula trasparente y fina.

Nuevamente se colocan las placas en el horno a 80°C por 10 min.

~Posteriormente, se adicionan 25 ml por placa o 5 ml por perta-
objeto de agarosa Sigma (o agar noble) al 1% disuelta en buffer PBS
2 -3

(107° M PO, pH: 7.5, 150 mM NaCl, 10% glicerol).

Nota: Hay cue calentar la agarosa al 1% y hacer una solucidén homo-

génea a 60°C.

Esperar a que la agarosa solidifique y se fije completamente.

Después con un molde formar las cubetas en la agarosa y sacar-
las de la agarosa con una pipeta pasteur conectada al vacio.

Se llenan los pozos con las muestras, colocando 14 pul”, primero
del suero a titular y después de 1 hr colocar el Antigeno (varia de
3 a 14 pi) en el pozo correspondiente,

Guardar la placa formada en una caja de 102 x 140 mm, contenien-

do en el fondo un papel filtro Watman 3 MM humedecido con PBS + 10%

glicerol.



La caja se coloca por 8 hrs a 37°C y luego se observa la pre-

cipitacién del complejo Antigeno - Anticuerpo.

GG



Purificacibn de Anticuerpos (Globulinas Totales de suero: TgG)

libres de RNAasas ( 105 ).

A, Precipitacibn de Anticuerpos (IgG) del suero con sulfato de
Amonio.

Todas las operaciones de la purificacibn se realizan a 4°C.

Se toma un volumen de suero de conejo (20 ml son convenientes

y se adiciona 1 volumen de buffer voratos . (0.1 M B03"3, 25 mM

tetraborate de sodio pH: 8.4, 150 mM NaCl) y se agita lentamente
por 15 min,
Posteriormente se adiciona al suero di:lufido 1 volumen de

(Nﬂ4)280 (40 ml) concentrado (saturado a temperatura ambiente)

4
gota a gota y muy lentamente con agitacibdn constante.

Posteriormente se deja reposar por 6 hrs.

Se centrifuga a 3000 rpm por 30 min en rotor SS34; sc des-
carta el sobrenadante (para observar titulo) y la pastilla obte-
nida se resuspende en un pequeno volumen de buffer boratos (8 a
10 ml de buffer son suficientes).

La solucifn se vuelve a precipitar, con 1 volumen de
(NH4)ZSO4 saturado y se deja reposar por 30 min.

Nuevamente se centrifuga (el sobrenadante se guarda para ti-
tulo); la pastilla obtenida se suspende en 5 ml de buffer PBS y
se pone a dializar 200 ml de buffer PBS, realizando 3 cambios de
buffer durante 72 hrs.

Después los anticuerpos se guardan a -20°C hasta su uso.
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B. Fijacibn de Anticuerpos (IgG) a resinas de Proteina A-Sepharosa.

Se toman 3 ml del suero precipitado y dializado y se llevan
a una concentracién de 20 mg/ml; se agregan a un tubo que contic-
ne 2 ml de Proteina A-Sepharosa (ver Reactivos), para su prepara-
cibn).

El suero junto con la resina se incuban por inversibn lenta
por 1 hr a 37°C. Después, se deja Hdcintdr la resina y se toma
el sobrenadante (fraccidbn no retenida).

La resina se lava 2 veces con 5 ml de PBS cada vez, descar-
tando el sobrenadante obtenido al sedimentarse la resina; se lava

nuevamente con un gradiente discontinuo de sal en buffer PB (10_2M

=3
4

1 M NaCl respectivamente y realizando 2 1 vados de 4 ml por cada

PO pH: 7.5) conteniendo 0.2 M NaCl, 0.4 M Nacl, 0.6 ﬁ NaCl, y
buffer. &

La resina conteniendo los anticuerpos fijos y lavados, se
trata 2 veces con buffer PBS para equilibrarla y posteriormente se
coloca en una columna previamente preparada (pipeta Pasteur esté-
ril).

Los anticuerpos fijos a la Proteina ?—Sepharosa son eluidos
adicionando a la columna 10 ml de buffer citrato fosfato (Acido
citrico 52 mM, 25 mM Na2HPO4 pH: 3.0) y colectando fracciones de
1 ml. '

Las fracciones en donde eluyen los anticuerpos se identifican
y cuantifican por el método de Bradford;'éstas rdpidamente se jun-
tan y neutralizan adicionando 600 pl/ml de Anticuerpos de buffer

Tris HC1 2 M pBE: 7.9



Se toma alicuota para titulo y el resto se dializa contra
buffer PBS por 24 hrs a 4°C.

Después de la diflisis se ensaya titulo por Inmunodifusibn y
actividad de RNAasas (ver Ensayo RNAasas).

Los anticuerpos son guardados a -20°C.
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Electroforesis de protefinas en geles de Poliacrilamida-SDS

(Geles en Gradiente) ( mdificacién Lacnmdij 67 ).

Los geles se preparan en gradiente continuo teniendo una con-
centracidn del 5% al 17% de acrilamida.

Se prepara una solucibn stock de acrilamida al 30% en peso y
0.8% de N,N' bis-metilen-acrilamida en peso, disuelta en H20. Pos-
teriormente se preparan las soluciones de trabajo de acrilamida al
17% y 5% agregando buffer a una concentracién final de buffer Tris
HC1 0,375 M pH: 8,9, 0.1% SDS, 5% glicerol, las soluciones se mez-
clan suavemente y después se agrega tetrametil-etilenamina (TEMED)
a una concentracibn de 4 x 10h3 % final y persulfato de amonio
(recién preparado) al 0,02% final para que la acrilamida se polime-
rize,

El gradierte de gel se prepara mediante un formador de gra-
dientes adicionando la acrilamida (25 ml de cada solucibn a placas
de vidrio de 15 cm x 15 cm. Ee coloca inmediatamente sobre el gel
afin sin polimerizar isopropanol para que el gel quede uniforme en
toda su anchura). Después de polimerizado el gel, se retira el
isoﬁropanol y se lava con H20 destilada la parte superior del gel.

Sobre el gel formado; se adicionan 10 ml de acrilamida al 5%
en buffer Tris EC1l 0,125 M pH: 6.8, 0.1% SDS conteniendo TEMED y

persulfato de amonio, a la misma concentracibn que en el gel sepa-

rador.



A

Sc coloca un peine el cual formard los carriles después de que el
gel concentrador polimerize.

Las muestras que se colocan sobre el gel se preparan (por lo
general) adicionando a 15 11 de muestra (Proteina) 5 pl de buffer
de muestra obteniéndose una concentracibn final de buffer Tris HC1
0.0625 M pH: 6.8, 2% SDS, 5% B-mercaptoetanol, 10% glicerol, 0.5 ﬂl
de colorante azul de bromofenol al 0.001% y ld% glicerol final,
es decir, se adiciona 1/4 de volumen de solucibn conteniendo 0.25 M
Tris HCl pH: 6.8, 8% SDS, 20% B-mercaptoetanol, 40% glicerol, y
azul de bromofenol). Después la mezcla se calienta por 5 min a
ebullicién.

El buffer sobre el cual se coloca el gel (buffer de electroéo

es Tris HCl 0,025 M pH: 8.3, 0.192 M glicina, 0.1% SDS.

Condiciones de corrida

Después de hecho el gel y colocado en una c@mara con el buffer
de corrida, éste se precorre por 2 hrs a 150 volts,

Se aplica posteriormente la muestra y se corre el gel primero
20 min a 200 volts, y luego a 150 volts hasta terminar la corrida.

Terminada la corrida el gel se tine por 1 hr a temperatura
ambiente con una solucibn conteniendo azul de Comassie (R250) al
0.25%, 45,5% Metanol y 9.2%.acido acético.

Se retira el colorante y se destifie con una solucidén (45% me-
tanol, 7.5% &cido ac@tico) por 1 hr, luego se lava el gel contra
otra solucibn (5% Metanol, 7% 8cido acético) dejdndolo aqui por

12 hrs al menos, para obervar bandas definidas de polipéptidos.

NOTA: Dechen usarse marcadores de peso molecular conocido.
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Geles de Agarosa ( 405 ),

Los geles de agarosa se empleardn para separar por clectrofo-
resis muestras conteniendo acidos nucleicos (DNA y RNA). La agaro-
sa se prepara disolviendo 1 g de agarosa Sigma tipo II en 100 ml
de buffer E (Tris HC1l 40 mM pI'; 7.3, 10 mM acetato de sodio, 1 mM
EDTA),'conteniendo aglicerol 10% final.

Se calienta la agarosa a ebullicién y se deja enfriar a 70°C,
posteriormente, se agregan 120 ml de la solucién de agarosa a una
cdmara de 21 cm x 14 cm y se coloca enseguida un peine gue forﬁa
los - carriles sobre el gel al solidificarse la agarosa.

La muestra se prepara adicionando a 501 de la solucidn con-
teniendo el &cido nucleico,5 pl de sacarosa al 60% (p/vi, conte-
niendo azul de bromofenol al 0.2% (p/v). ;

Después ue solidificado el gel, se ﬁ;tira.el peine y se colo-
can 40 pl de muestra por cada carril. Se worre a 120 volts por 3
hrs a temperatura ambiente o a 4°C de preferencia.

Terminada la corrida el gel se coloca en un refractario con-
teniendo 100 ml de bromuro de etidio a una concentracidn de 1

g/ml disuelto en buffer E. ;

El gel se agita suavemente por 30 min para que se tina el

dcido nucleico; después. el gel se destiﬁé por 30 min mAs en buffer

E. Se emplea luz U.V. en cdmara obscura ﬁara observar las bandas

de DNA.



Purificacibn de RNA ribosomal (RNAr) {105 ).

Crecer un precultivo de 5 ml de B. ggii Uraciioﬂ (U) en me-
dioc minimo, conteniendo glucosa al 2% y 10 pg/ml de Uracilo a
37°C por toda la noche.

Al dia siguiente, el cultiw  ge centrifuga a 6000 rpm por 10
min a 4°C en rotor S$534. |

La pastilla de bacterias se lava 2 veces con 5 ml de medio
sin Uracilo, centrifugando como se indicé anteriormente y las
bacterias se¢ suspenden en 50 ml de medio minimo conteniendo como
fuente de carbono glucosa al 2% y 1 pg/ml de uracilo. Se anhade
5 pCi/ml de [SH] Uracilo y las bacterias se crecen por 5 genera-
ciones (~5 hrs) a 37°C; después se lavan las c&lulas 2 veces con
medio de cultivo sin uracilo y se incuban nuevamente en medio mi-
nimo (2% glucosa) conteniendo 50 Hg/ml de Uracilo frio (casa) por
30 min a temperatura ambiente (con el objeto de eliminar el[éﬁ]
mRNA de vida media corta).

Se centrifugan las células (en las condiciones anteriores) y
se suspenden en 10 ml de EDTA 5 mM, agregando 100 pg/ml de lizosi-
ma; se incﬁba por 10 min a 20°C, y posteriormente se adiciona SDS
1% final, Proteinasa K* (200 pg/ml final) y buffer Tris HC1l 10 mM
ph: 7.5, 20 mM NaCl; se vuelve a incubar por 30 min a 37°C (con
el objeto de digerir proteinas, en particular RNAasas).

. Se ddicioné 1/10 de volumen de Acetato de sodio 1 M, pH: 5.1.
ia mezcla se calienta a 66°C; se.agrega un volumen de fenol
a 66°C que ha sido saturado previamente con agﬁa bidestilada es-
téril, se mezcla por 2 a 3 min y se enfria-répidamente en hielo-

NaCl (- 8°C) y se centrifuga a 1500 rpm, 10 min, a temperatura
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anpiente.

Se extrae la fase acuosa y se repite la extraceibn fendlica;
seguido de una extraccidtn con 1 volumen de cloroforﬁo: alcohol
isoamilico (24:1); la fase acuosa se transfiere a un tubo corex
v se le agrega buffer acetato de sodio 100 mM final pH: 5.1 y 2
vollmenes de etanol al lﬁO%; se deja precipitando toda la noche
a -20°C.

Al dia siguiente se centrifuga a 12,000 rpm, 60 min, 4°C en
rotor SS34.

Se retira el sobrenadante; la pastilla de[éH]RNAr se seca
en (aire o vacio) y se suspende en 1 ml de’buffer acetato de so-

dio 100 mM pH: 5.1 y se almacena a -20°C.

*La Proteinasa K se prepara disolviendo la enzima en agua bidesti-

lada estéril e incubdndola 30 min a 30°C; después sc almacena a

_20-°Co

Nota: Tcdas las operaciones deben ser efectuadas en las condicio-
nes mis estériles posibles, es decir, soluciones esterili-

zadas, material de vidrio calentado a 180°C por 3 hrs. etc.



Purificacibn de BRNA polimerasa de E. coli RNAasa III (16)

A. Preparacibn del extracto celular crudo.

50 g de bacterias E. coli K12 RNAasa TII~ crecidas hasta 3
cuartas partes de fase logaritmica (Abs: 0.7 a 590 nm), se conge-
lan a -70°C hasta antes de usar (ver crecimiento de bacterias
L. coli K12 RNAasa III ).

Al usar la pastilla se fragmenta y se coioca en 150 ml de
buffer Grinding (Tris HC1l 0.05 M pH: 7.9, .002 M EDTA, 0.1 mM
DTT, 1 mM B—mercaptoétanol, 0.233 M Nacl, 0.02 M Fenil-metil-sul-
fonil-fluoruro (PMSF), 5% glicerol); se adiciona posteriormente
lizosima (0.13 mg/ml final).

Las bacterias son centrifugadas 3 min a 5000 rpm (4°C) en
rotor 8834 (aqui la temperatura aumenta de 2 ‘hasta 5°C). A la
mezcla de bacterias homogenadas se incuban a 4°C por 20 min.

Se agrega desoxicolato de sodio al 0.05% final y la mezcla
se centrifuga a 500 rpm x 30 seq (4°C) en rotor SS34 y se incuba
a 10°C por 20 min. Nuevamente la mezcla de lisado bacteriano se
centrifuga a 500 rpm, 30 seg, 4°C, en rotor SS34 (Sorvall).

A la mezcla se le adiciona 200 ml de buffer TGED (Tris HC1
0,1 M pH: 7.9, 107 %y EDTA, 1074y DTT, 5% glicerol) y se agrega
0.2 M NaCl (concentracifn final) y la mezcla se centrifuga a
8000 rpm por 30 seg (4°C) en rotor SS34. Hasta aqui se tienen 400
ml de extracto celular.

El extracto celular se centrifuga a 8000 rpm por 45 min
(4°C) en rotor GS3 (Sorvall RC-2B); ei sobrenadante claro ambar

y viscoso se colecta, obtenifndose aproximadamente 346 ml de ex-

tracto.
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B. Fraccioconamniento con Polymina P.

Al sobrenadante obtenido a baja velocidad se le adiciona len-

tamente una solucitn de Polymina P al 10%, pH: 7.9, hasta obtener

una concentracifn final de aproximadamente 0.35%.

La mezcla se sigue agitando suavemente por 5 min (4°C) y
después se centrifuga a 6000 rpm por 15 min (4°C) en rotor SS34;
el sobrenadante se guarda y se le mide absorhancia a 280/260 nm.

La pastilla obtenida se suspende en 200 ml de buffer TGED +
0.5 M NaCl y se agita lentamente por 5 min, evitando la formacibn
de espuma. Si hay particulas, €stas pueden ser suspendidas en un
homogenizader Dounce de 100 ml. La solucibn se centrifuga a 6000
rpm, 15 min (4°C) en rotor GSA y nuevamente el sobrenadante (0.5
NaCl) se descarta. La pastilla se suspende en 200 ml de buffer
TGED + 1 M NaCl, agitando lentamente por 5 min (las particulas
son resuspendidas en un homogenizador Dounce).

La mezcla se centrifuga a 6000 rpm x 30 min a 4°C en GSA, vy
el sobrenadante es colectado (197 ml aproximadamente conteniendo
la polimerasa em 1.0 M NaCl). A éste se le adiciona (NE,),S0,
4}2804 por 100 ml de sobrenadante) hasta dar un
50% de saturacidn final. La mezcla se agita suyamente por 20 min

s6lido (35 g (NH

y se centrifuga 45 min a 8000 xrpm (4°C) en GSA, descartando el

sobrenadante.

La pastilla se disuelve en TGED hasta obtener una conducti-
vidad equivalente a la de buffer TGED + 0.15 M NaCl (sec requieren

aproximadamente de 100 a 150 ml de TGED.

it
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C. Cromatografia de DNA - Celulosa

Previamente a la purificacibn de la RNA polime?asa se monta
una columna de DUWA- Celulosa de 100 ml de lecho, eguilibiada con bu-
ffer TGED + 0.15 M NaCl.

La muestra disuelta y diluida en buffer TGED es pucsta en una
columna de DNA - Celulosa, con un flujo de 100 ml/hr.

Posteriormente, la columna se lava con 500 ml de buffer TGLD +
0.15 M NaCl, luego la RNA polimerosa se eluye con un gradiente lineal
de NaCl (Buffers TGED + 0.15 M NaCl y buffer TCGED 1.0 M NaCl).

La actividad de la enzima (ver anayo.de actividad de RNA poli-
merasa), eluye en una concentracidn de 0.3 a 0.45 M NaCl.

Se colectan las fracciones del pico y se dializan por 24 hrs
contra 800 ml de buffer TGED + 50% glicerol; la enzima se guarda a

-70°C (a =-20°C si se requiere estar usando continuamente) .
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Ensayo de Actividad RNA polimerasa de L. coli
’ . Burgess,
La actividad de la RNA polimerasa de E. coli se detecta de la

siguliente manera:

Se toman 50 nl de la solucibn donde se encuentra la enzima y
se agregan GO}gg de DNA de timo de ternera como gemplado; se incu-
ban por 5 minutos a 37°C para permitir la unifn de la enzima al
DNA.

Después se agrega agua hasta un volumen de 90 pl y 39 ul de
la mezcla de reaccidn que contiene Tris HC1 50 mM pH: 7.9, 100 mM

KC1l, 8 mM MgCl 0.1 mM EDTA, 0.25 mM DTT, -1 mM ATP, GTP, TTP,

27
2.25 mM de UTP y 0.27 uM [?HJ UTP (3 uCi por ensayo).

La mezcla (125 pl) se incuba 5, 15, 30 y 60 min); después se
para la reaccibn agregando, 20 mM EDTA, SDS al 1% final. Como
control se usé una mezcla de reaccibn sin DNA y otra sin RNA pcli-
merasa.

Las mezcias de reaccibn se precipitan en el tubo adicionando
2 volimenes (250 pl) de Acido Tricloro acético (TCA) al 10% (por
10 min a 4°C).

La mezcla se filtra en Whatman GF/C (y se enjuaga 2 veces el
tubo con fCA al 5%, se lava 2 veces el filtro con 5% TCA y 2 ve-
ces con 98% de etanol.

El filtro se seca y se cuenta su radioactividad con liquido

de centelleo (Tolueno, 5% PPO, 1.8% POPOP).

( modificacidn

16).
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Sintesis de cRNA de SVA40 ( Modificacidn Burgess, 16 ).

El [3H]~CRNA se sintetiz? incubando 12 g de RNA polimerasa
de [, cold (250 pl) con 9.6 Mg de DNA de SV40 (125 ul) por 4 min
a 37°C;

Posteriormente se adiciona 300 pl de la solucidn (Mezcla de
Reaccidn) conteniendo 50 mM Tris HCl pH: 7.9, 100 mM KCLl, 5 mM

MgC1l 0.25 mM DTT, 1.0 mM de cada uno de los nucledtidos ATP,

2!
Grp y TP, 0.1 mM UTP v 1 mCi de[ 3H} UTP (Actividad 23 Ci/mMol),

y 500 yul de H,0 bidestilada estéril y se incuba por 90 min a

2
5 7 Al O

La reaccidn se detiene agregando 20 mM EDTA y 1% SDS a con-
centracidn final v 100 pyg de tRNA de levadura y colocando el tubo
a 4°C.

Se realiza inmediatamente una extraccibn fenblica a 66°C y
se centrifuga a 1500 rpm, 15 min, 4°C en rotor SS34 (SORVALL);
la fase acuosa superior se colecta y se le adiciona 2 vollmenes
de etanol absoluto, dejando toda la noche a -20°C.

Al dia siguiente el cRNA se empastilla centrifugando a
10,000 rpm, 90 min, 4°C en rotor SS34, descartando el etanol y
secando el ¢RNA en un desecador al vacio poxr 2 hrs.

El[ 3H]—cRNA se suspende en 200 ul de buffer Acetatos 100 mM

pH: 5.1, y se almacena, en alicuotas de 50 ul a -20°C.
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Purificacibn de Complejo de Transcripcibn de SV40 (39 ),

A. Obtencién de minicrosomas de SV49

Células de la linea Cvl (108 células/caja) son infectadas con
virus SV40, a una multiplicidad de infeccién de (moi.10) (10 PFU/
célula) (ver infeccibn, células y virus).

En general las células se marcan ya sea con'[?H']timidjna o
[14CJ timidina. Después de 40 hrs post-infecccién las célilas son
sacadas de incubacibn y puestas a 4°C.

&

El medio se retira y se lavan 2 veces con 5 ml de buffer A

(Tris HC1. 2.5 mM phs 7.9, 140 mM NaCl, 5 mM KCl, 1 mM Na.,HPO Se
E r y r

2 4)‘
retira el buffer A, se anade 1 ml de buffer A y con la ayuda de un
gendarme se colectan las células. Posteriormente, se centrifugan
5 min a 3&00 rpm (4°C), en rotor SS34; el sobrenadante se descarta
y las células son suspendidas en 0.5 mi/caja de buffer hipotdnico
B (Tris BCl 25 mM pE: 7.%, 2 mM EDTA, 1 mM DTT, 0.2 mM PMSF).

La suspensibn de células es colocada en un gradiente discon-
tinuo de Sacarosa (4 ml 0.8 M Sac, 2 ml‘0.5 M Sac, 2 ml, 0.3 M Sac)
disuelta en buffer C (20 mM Tris HC1l pH: 7.9, 15 mM NaCl, 1 mM
DTT, 0.2 mM PMSF), centrifugada a 600 xiprn, 15 min (4°C) en rotor
SS34.

La sacarosa se descarta y los nficleos purificados se suspen-
den en 0.25 ml/caja de buffer de extraccién (10 mM Tris HCl pH: 7.9,
0.2 mM PMSF, 1.0 mM DTT) adicionando (después de resuspender los
nficleos) 0.4 M NaCl final.

Se incuba a 4°C por 30 min, agitando lentamente cada 5 min.

Se yuelve a centrifugar 15 min a 10,000 rpm (4°C) en rotor

SS834.
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i1l sobrenadante conteniendo la cromatina viral se mantienc por
~corto tiempo a 2°C antes de usarlo en reacciones de transcripciodn.

Después de la transcripcibn (ver parte B la reaccibn se detiec-
ne con EDTA 10 mM final, y tanto los minicrosomas como los comple-
jos de transcripcibn son puestos sobre un gradiente contfinuc de
Sacarosa de 10 a 40% en 20 mM Tris HC1l pH: 7.9, 0.4 M NaCl, 0.2 mM
EDTA yl centrifugados 90 min a 49,000 rpm (4°C) en rotor SW50.1.

Ll gradiente es colectado y detectada las fracciones donde se
localizan el minicrosoma (marcado generalmente con[14CJTimidina) Y
el complejo de Transcripcidn (generalmente marcado con[?&—UTP),
contando la radioactividad en los mismos (V;r resultados, Purifi-

cacidn de Minicrosoma y Complejo de Transcripcibn de SV40) .

B. Transcripcidén de Minicrosomas extraidos de cZlulas CV..
L

180 pl de cromatina viral contenienc de 6 a 8 ug de DNA fue-
ron incubados con 70 pl de mezcla de reacbién teniendo 88 mM Tris
HCl (pH: ‘7.9), 150 mM (I~1114)2SO4, 2 mM MnC-'Lz, 1.7 mM DIT, 1 mM de
cada uno de los nuclebtidos UTP, ATP, GTP, 0.1 mM CTP y IQM de

[SzP] CTP, por 70 min a 32°C.

1
La reaccibn fue detenida a 4°C adicilonando EDTA a una concen-

tracibén final de 10 mM.

Los complejos obtenidos son puestos en un gradiente de Saca-

rosa. (Ver parte A).



Columna Sepharosa 48 para Experimentos de Purificacidn de

Complejos de Transcripeidn de 5V40 (105 ).

10 ml de Sepharosa 42 Sigma se lavan extensivamente de 10 a 15 veces con
80 mM de trietanolamina pH: 7.9 , 0.2 M NaCl , 1.2 ug/ml de P32.

Posteriormente se monta una colwma de 5 ml de volumen de lecho y de 25-
cm de altura , equilibrdndola después con 3 voliimenes del buffer descrito -
anteriormente; esto se realiza antes de cada experimento.

El flujo de la columna se manticne por 300 ul /hr y se trabaja siempre -
a 40C.

Es muy importante no poner menos de 500 ul de muestra ni mas de 900 , ya

gue la resolucidn de la columna no es muy satisfactoria.
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Resultados (a):

La descripcidn de los resultados (b) muestran el protocolo
seguido para el montaje de purificacidn del complofc de trans-
cripcibn de 8V40.

El L3i]rnNA purificado (Figl3) se empled basicamente para
probar la presencia de RNAasas en todas nuestras nuestras,
buffers y material bioclbgico empleado, como DNA, Anticuerpos y
Proteina A-Sepharosa (ver Fig9q).

Se obtuvierdn por cada preparacibn de [?é]rRNA aproximada-
mente 1 mg, teniendo éste una actividad e¢ 3000 CPM/ug.

Los DNAs empleados fueron de células CVl y de timo de ter-
mera; en el caso del primero la cantidad que se ohtuvo variaba
de purificacidbn en purificacidn, lo mismo que el cRNA sinteti-
zado in vitro.

La cantidad de cada una de estas muestras y su actividad

especifica se muestra en la siguiente hoja.
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‘Actividad Tispecifica De Muestras Obtenidas En 11 Laboratorio.

311 TRNA oy evvuveeseeass 2700 CPM/pg,

3]! DNA- Células CV'I"' 100 CPM/ypg.
14C DNA-Cé1lulas C\f'1 oo 700 CPM/pg,
3!

H CRNA SV40 .....,... 2,500000 CPM/pg.

Cantidad De Muestras Obtenidas De Algunas Preparaciones.

De 20 ml. de suero total de concjo, se obtuvierén entre 30-35 mg de anticuerpos -
puros y libres de RNAasas.,
Se obtuvierdon de 6 1ts de cultivo de ¢ T, 120 ml. de fago con un titulo de 2X 10H

fagos/ ml.



Resultados (b):

Para el desarrollo del objetivo de este proyecto, lo primero

gque sc realiz6 fue la purificaciébn de la Proteina 32 (P,,). La

32
cual sc empled béasicamente para la precipitacidn diferencial de
dcidos nucleicos de cadena simple y posteriormente el montaje de

purificacién del complejo de transcripcidn de SV40.

Se obtuvo a partir de 100 g de células 30 mg de P32 altamente

pura (F'igS) por electroforesis.

Después de probar que esta estuviera libre de RMNAasas
(Figly) y su purificacidn posterior, se mont6 el sistema para
precipitar primeramente DNA simple cadena de células CVl, em-
pleando a la P32 y anticuerpos contra la " isma (previamente obte-
nidos y purificados en el laboratorio) pa;a formar complejos 10s
cuales se precipitaréh primeramente con Pmoteina A-Sepharosa
(Figly) y después para evitar incluir a lé Sepharosa en nuestros
experimoﬁtos ya gue ésta puede arrastrar inespecificamente a al-
gunos componentes como DNA se empezd a usar un segundo anticuerpo
para precipitar a los complejos formados de Acido nucleico—P32—
Anti P32 (Figly) . ;

Posteriormente al precipitar DNA simple cadena, se tratb de
precipitar diferencialmente a &ste de una mezcla gue llevara DNA
doble y simple cadena, marcados con [14é] Y [?d] respectivamente,
esto con el fin de montar una metodologig para cuando se tuviera
una mezcla de ambos (como por ejemplo Minicromosomas de SV40 y
RNA_ de SV40) (Figlf) v riglé).

Despuls de montar este sistema se precipit6 cRNA de SV40

(ver Material y MCtodos) como en el caso del DNA de c€lulas CV,
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empleando Proteina A-Sepharosa y el doble antiéuerpo como acarreda-
dor para precipitar los complejos. (Fig@oy Fig?2l).

No obstante la idea central es tratar de purificar el 1% de
complejo de transcripcibn y separarlo del resto de minicromoéomas
(99%) que se encuentran en una célula infectada con SV40 en pc—.
riodos tardios de‘infeccién.

Para lé cual despuls de precipitar el cRNA en un buen por-
centaje (~ 80%), se incluybé en una mezcla [éé] CRNA y [}4é]
Minicromosomas SV40, tratando de precipitar al cRNA diferencial-
mente (Figl3). Aqui el porcentaje midximo de precipitacién que se
alcanzé fue del 20% para el cRNA; experimenfos subsecuentes tra-
tando de aumentar este porcentaje (expérimentos no mostrados)

solo se obtenia un 25% cuando mé&ximo.



Figuragu. PERFIL DL ELUCION DE LA COLUMN® DI DNA-CLLULOSA USADA

PARA PURIFICAR PROTEINA 32.
P
La cromatografia se llev6 a cabo com se describe en Mate-
i
rial y Métodos, con un flujo de columna de 47 ml/hr. Fracciones
de 6 ml fueron colectadas y a 1 ml de cada fraccibn le fue me-

dida su absorbancia a 280 nm y multiplicada por el volumen de

cada fraccibn.
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Figura 3 yq . CROMATOGRAI'IA DE COLUMNA DE’DEAE-CELULCSA Y

FOSFOCELULOSH,

Se 1llevd a cabo como se describe en Material y Métodos.
Para la figura A, alicuotas de 6 ml fueron colectadas con un
flujo de columna de 44 ml/hr y 34 mi/hr para la columna de
fosfocelulosa.

Posteriormente a 1 ml de cada fraccidén le fue medida su
absorbancia a 280 nm y cuantificada posteriormente protefina.

Se nuestra la absorbancia total de cada fraccibn.

Qp
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Figura 5 ETAPAS DI PURIFICACION DE PROTEINA 32 EN GEL IN
GRADIENTE DE ACRILAMIDA 5%~17% (ver Material y
Métodos) . -

En 1. Se muestra un lisado total de “acterias E. coli BE’
2, lisado después de guitar restos celula'es, 3. extracto des-
pués de remover ribosomas, 4. fraccidn el ida en columna de
DNA-Celulosa en 0.6 M NaCl, 5, fraccidn columna DEAR-Celulosa

eluida en 0,2 M NaCl, 6. fraccidn P
cadores de polipéptidos de peso molecular, 94,0008, 67,0008
AlbGmina, 43,0008 ovoalbfimica, 30,0006 Pepsina, 20,0008,

B-lactoglobulina y 14,0004 lisozima.

de lNMosfo-Celulosa, 7. mar-

c2
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F'igura 6. ENSAYO DE TITULQO DL ANTICULRPOS POR INMUHODIFUSION

(VER TECNICA OUCHTERLORNY) .

A. 14 11 de anticuerpos fueron colocados en los pozos peri-
féricos en el siguiente orden. 1. Suero de conejo, 2. IgG-anti
[

4?2259

4, IgG-anti P

precipitados con (NH 3. 2a. Precipitacidn de IgG-

Pap

anti P con (NH

32 4) 2500 32

teina A-Sepharosa, 5. Anticuerpos dializados y liofilizados li-

eluidos de columna Pro-

bres de RNAasas, 6. Suero blanco.
1 hr después se colocardn en el pozo central 760 ng de Py

(2 yl) v se puso a incubar el gel a 37°C por 8 hrs.
P

B. Se muestran anticuerpos anti P,, después de purificados
por columna de Proteina A-Sepharosa (la inmunodifusibn se reali-

z6 al mismo tiempo que A),.
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Figura 7. PURIFICACION DE ANTICUERPOS ( ANTI-IgG de Conajo ) POR
PROTEINA A-SEPHAROSA ( ver Material y Métodos ).
Anticuerpos fijos a la columna de 2 ml de lecho se eluyeron con
buffer citrato fosfato pH: 3.0 con un flujo de 2 ml/hr colectando-
fracciones de 1 ml.
Posteriormente 10 pl de cada fraccidn se tomaron y se cuantificd
la proteina por medio de Bradford, cuya absorbancia es la mostrada-

( ver curva patrdon de Bradford para cuantificacidn de proteina ).
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Figura 8. PURIFICACION DE ANTICUERPOS POR PROTEINA-A-SEPHAROSA
( ver Material y Métodos ).

Anticucrpos de conejo ( Anti—P32} despuis de fijarlos a 2 ml de resina
se lavardn y se eluyeron con un gradiente discontInud de NaCl de 0.2, 0.4
, 0.6, ¥ 1.0 M de NaCl en bufffer PBS, pH: 7.5.

Posteriormente la celumna se eguilibrd con buffer PBS y se eluyer-n los
anticuerpos con bhuffer citrato-fosfato pl:3.0 con un flujo de 2 ml/hr co--
lectando fracciones dec 1 ml.

Después 10 pl de cada fraccidn sc tomarun y se cuantificd la proteina -
en las mismos por Bradford.

La absorbancia del ensayo de Proteina es la mostrada ( ver curva patrdn

para cuantificacién de proteina ).
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I'igura c—‘

Ensayo de Actividad de RNAasas en Anticuerpos contra P32 %
Proteina A-Sepharosa. (Perfiles de gradientes de Sacarosa).

3.6 pg de [?ﬁ]ﬂrRNA.(lo,OGO CPM) (168, 23S) se incubard@n
por separado con-BO ng de Antl—P32 v con 100 pl de Proteina A-
Sepharosa por 20 min v 2 hrs a 37°C en un volumen de £50 ul
ajustado con buffer Tris HCL 0.01 M pH: 8.1, 0.005 M EDTA,
0.05 M NaCl. Posteriormente las muestras con Proteina A-Sepharo-
sa, se centrifugarén 1 min en eppendorf y él sobrenadante al
igual gue las muestras de incubacidn con Anti—P32 se colocarén
en un gradiente de sacarosa de 10% al 30% en buffer Tris HCL
10 mM pH: 7.5, 0.01% SDS, 5 x 10°° M EDTA, 0.05 M NaCl y se
centrifugé a 49,000 rpm, 3 hrs, 22°C, en rotor SW50.1.

Posteriormente fracciones de 125 ul fuercﬂn colectadas por
el fondo del tubo y puestas en papel Whatman 3MM. Los filtros
se secardn y se lavarén 5 veces con 5% TCA y 2 veces con 96%
etanol; nuévamente se secaron y colocaron en viales conteniendo

5 ml de liquido de centelleo (Tolueno, 5% PPO, 1.8% POPOP) para

determinar radioactividad en los mismos.
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\Q. ESPECTRO DE ABSORCION DU DMNA DE TIMO DE TERNERA

L1 DNA previamente purificado (ver Material v Métodos) y
desnaturalizado per calor para estimar sw pureza se la realizd
un espectro de absorcidn. :

I ml de =olucibn de DNA teniendo 40.5 pg en buffer TE se
olocd en una cubeta de cuarzo de 1 ml y se le midié la absor-

ancia en las longitudes de onda indicadas en la figura.

.
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Figura 11, ESPECTRO DE ARSORCION DE t-RNA DI LEVADU&Q.

El RNA de Levadura Calbiochem ( ver Reactivos y Aparatos ), y

( Material y Métodos ) , previamente purificado ( por medio de 2 extrac-

i - 5 s
ciones fendlicas ) se le estimo su pureza por medio de un espectro de --
>
absorcidn.
1

1 ml de solucidn de t—-RNA conteniendo 44 pg disuelto en 110 bidestila

2

da esteril se colicd en una cubeta de cuarzo de 1 ml. y se le midid la -

absorbancia a las longitudes de onda indicadas en la figura.
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Figura 12. CURVA PATRON PARA CUANTIFICACION DE PROTEINA.
Concentraciones crecientes de AlbUmina _de :-.:uer_c; de bhovino se
tomarin y se ajustaron a un volumen de 100 pl con solucién 0.15 M
NaCl, posteriormente se le adicionarc.: 5 ml de reactiveo de Bradford
y la solucidn se mezcld. &
Después se midid cada uno de los tubos a 595 rl‘n , utilizando como

blanco 100 ul ée 0.15 M NaCl + 5 ml de reactivo Bradford y se calcu

16 la recta de regresidn correspondiente.

106



MADOUNRDANLUIALND I 000

10 -
e |
@

0.5} |

@

- o/

e/ ' =" »
3/ | :
i |
OO O 20 O 40

CURVA PATRON PARA CUANTIFICACION DE FROTEINA

oy
ey
. .
L1
s

3
ALBUMINA SUERQ DE BOVING {;

LOL



FiguralZ. PATRON DE SEDIMENTACION DE [3u} rRNA.

[3H]rRNA extraido como se describib eﬁ Material y Métodos
se sedimentd a través de un gradiente de sacarosa del 10% al 30%
en buffer Tris HClL 5 mM pH: 7.5, 5 mM EDTA, 0.1% SDS, 50 mM
NaCl, con colchdn de sacarosa al 60%. Centrifucgando en tubos de
5 ml a 49,000 rpm, 4.5 hrs, 22°C, en rcotor SW50.1.

Iracciones de 125 ul se colectaron por el fondo del tubo en
papel Whatman 31M, los papeles sc secaron y se lavaron 5 veces
con 5% TCA, y 2 veces con 962 de etanol por 5 min cada lavado.
Posteriormente los papeles se secaron Q colocaron en viales con-
teniendo 5 ml de l1liguido de centelleo (Tolueno, 5% PPO, 1.8%

POFOP) para contar la radioactividad en los mismos.
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Insayo de Actividad de RNAasas contaminantes en P antes vy

32

despubs de pasar por- Sephadex G-5S0 (Perfil del gradiente de

Sacarosa)

10.5 ug de‘[BH]—rRNA (31,000 crM) (55; l6s y 23s) se incu-
baron con 50 ng de Py, por 75 min a temperatura ambiente en un
volumen de 150 pl ajustado con buffer Tris HC1 0.01 M, pH: 8.1,
EDTA, 0.005 M, 0.05 M NaCl. Posteriormente la mezcla se colocd
en un gradiente de Sacarosa de 10% al 30% en buffer Tris HCI1,

10 mM, ph: 7.5, 0.01% SDS, EDTA 5 x 10_3 M, 0.05 M NaCl y se
centrifugb a 49,000 rpm, 4.5 hrs, 22°C en rotor SW 50.1.

Posteriormente fracciones de 125/A1 fueron colectadas por

el fondo del tubo y colectadas en papel Whatman 3MM. Los filtros

fueron secados y colocados en viales conteniendo 5 ml de liquido

de centelleo nara determinar la radioactividad.
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FiguralS5. PRECIPITACION DNA DE CELULAS Cv, con p ANTI-P

1 32° 32

Y PROTEINA A-SEPHAROSA.

3 Ug de [BH] DNA-CV. (3000 CcPM) de »ble cadena a sinple

i

cadena fueron incubados por separado con®#:oncentraciones cre-

cientes de P32 por 5 min a temperatura amniente, adicionando

jol

a2

2]

pués 150 pg de anti P32 por ;g de P32 e incubando por 15 min

(7%}

a. 3ie,

Se adiciond después 5 ul de Proteina A-Sepharosa y se
ajustd el volumen a 500 pl con buffer PB?, incubando nuevamente
por 30 min a 37°C. '

Posteriormente cada tubo se centrifﬁgé 1 min en eppendorf
y la pastilla y sobrenadante se colocé por separado en papel
Whatman 3MM, secéndolos y colocandolos después en viales conte-

niendo 5 ml de liquido de centelleo (Tolueno, 5% PPO, 1.8%

POPOP) .
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Figura 16. PRECTPITACION DE DNA DE SV40 DE DOBLE Y SIMPLE CADENA

COM SUERO BLANCO CONTROL.

4
3 yg de [1 C:[ DNA simple cadena; 3 jg EH] DNA y 3 ug LI4(JDNA doble ca-

dena fuerdn incubados en tubos por separado con concentraciones crecientes-

de P32 ; @ incubados por 5 min a temperarura ambiente, adicionando despu@s

150 yug de anti"p3? por ug de P e incubando por 15 min a 37°% 6 150 g de

32

Y-gIlopnlinas de conejos no inmunizados contra la P ( Suero control ) pa-

1
ra el [4(2] DNA .
sC

"Los complejos formados se precipitarun adicionando 1.2 ul 'de Proteina A-

32

Sepharosa por 30.0 ug de IgG, ajustande el volpmen a 200 3l con buffer PRS-
e incubando nuevamente por 30 min a 370(2.

Los tubos se centrifugaron posteriormente 1 min en centrifuga eppendorf-
y el sobrenadante y la pastilla se colocarcn por scparado cn papel Whatman
3MM , secandolos inmediatamente; y la radioactividad en los mismos se contd
colocando el papel en viales que contenian 5 ml de liguido de centelleo ( -

Tolueno, 5% PTO, 1.8% POPOP ).
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Figurald. PRECIPITACION DNA-CV, CON P

1 327 IgG ANTI P

59 ¥ ANTI-
IgG.

0.5 ug de[j3ﬂ] DNA—CVl (3000 CPM) se incubaron con 3 Hg de
P32 por 5 min a temperatura ambiente I'ssteriormente se adicionaron
600 mg de Anti—PBzﬁxg de Py, ¥ se incubd por 15 min a 37°C.

Inmediatamente se adicionaron concentraciones crecientes de
anticuerpos de chivo contra conejo fnnti—IgG) y se ajustd el vo-
lumen a 150 ul con buffer PBS e incubando por 1 hr a 4°C.

Los complejos formados se precipitaron centrifugando por 1
min en eppendorf, y el sobrenadante y precipitado obtenido se co-
locé por separado en papel Whatman 3MM y se contdé... la radioacti-

vidad en los mismos coloc&ndolos en viales que contienen 5 ml de

liguido de centelleo (Tolueno, 5% PPO, 1.8% POPOP).
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con

D
—32

3 T &
y Anti ]32

3 Hg de [3H] ADN (3000 CPM) simple cadena y 3 ug degjl4CJ

DNA (2000 CPM) doble cadena fuercn incubados con concentraciones

crecientes de P32 per 5 min a

después 150 pg de Anticuerpos

bando nuevamente por 15 min a

temperatura ambiente. Adicionando

contra la P por ug de P32 e incu-

32

37°C. Posteriormente los compleijos

formados se precipitaron adicionando 1.2 jl de Proteina A-Sepharosa

al 100% por cada 30 pg de Anti-D

32 mas bhuffer PBRS hasta completar

un volumen de 200 gl e incubandoe 30 min a 37°C.

Después los tubos se centrifugaron 1 min en eppendorf a tempe-

ratura ambiente, y colocando por separado el sobrenadante y la

pastilla en Whatman 3MM.

¢

Posteriormente los papeles se secarony Se contar.n en viales

que tienen 1lfguido de centelleo (Tolueno, 5% PPO, 1.8% POPOP)

los cuales se ponen en un contador de centelleo para medir la ra-

diocactividad en los mismos.
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Figuralj. PATRON DE SEDIMENTACION DE cRNA DE SV40 (VDR MATERIAL

Y METODOS) .

El[ BH]fcRNA de SV40 previamente sintetizado se colocd en
un gradiente de sacarosa para estimar su tamafo.

200 ul de[.BH]—cRNA sintetizado pcr 30 min y 90 min se colo-
caron por separado en un gradiente de sacarosa del 10% al 20%,
con colch®én de sacarosa al 60% (700 pl), centrifugando 35,000
rpm, 5 hrs, 4°C, en rotor Sw40.

Fracciones de 400 pl fueron colectadas por el fondo del tubo
y alicuotas de 20 pl se tomaron y colocaron en papel Whatman 3MM
y la radioactividad en los mismos se determind colocédndolas en
viales conteniendo 5 ml de ;iquido de centello (Tolueno, 5% PPO,

1.8% POPOP).
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Figura20. PRECIPITACION DI [3HJ—cRNA SV40 CON P,,, ANTI P,

(CONEJO) Y PROTEINA A-SEPHAROSA.
2 ng de[:3H]—cRNA (3000 CPM) se incubaron con concentraciones
crecientes de Proteira 32 por § min a temperatura ambiente. Poste-
riormente se adiciond 600 g de_Anti—Piz por cada concentracidn

de P ensayada e incubada por 185 min a 37°C. Después se adiciond

32
60 pl de Proteina A-Sepharosa al 100% y se ajustld el volumen final
a 150 pl con PBS, incubando nuevamente por 30 min a 37°C.

Los complejos formados (o cRNA precipitado) se precipitd
totalmente y centrifugando 1 min en eppendorf a temperatura am-
biente.

El sobrenadante y la pastilla se¢ colecté : Y Se puso pPOr se-
parado en Whatman 3MM y la radioactividad en los mismos se contd

.colocidndolas en viales conteniendo 5 ml de liguido de centelleo

(Tolueno, 5% PPO, 1.8% POPOP).
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Figural[.
3 ' ; 14
2 Yy de H|-cRNA (3000 CPM) junto con 3 ug de C|~DNA
de SV40 (2000 cpPM) se incubaron con concentraciones crecientes

de P como se mucstra en la figura por 5 min a temperatura an-

32
biente. Posteriormente se adicion6 600 pg de Anti—P32 por ug de
P32 y se incubd por 15 min a 37°C. Después se adiciond 400 ug
de Anti-IgG y se ajustd el volumen a 150 pl con bﬁffer PBS in-
cubidndose nuevamente por 1 hr a 4°C. '

Los complejos formados (o cRNA prec;pitado) se imc;hdiﬁ
totalmente centrifugando 1 min en eppanBVf a temperatura am-
biente. &

El sobrenadante y la pastilla se co%:mé por separado y
se colocd. . en papel Whatman 3IM.

Los papeles se secarén y se lavaron 5 veces cono$ TCA y 2
veces con 96% etanol.

Nuevamente se secaron y se colocaron en viales conteniendo

l
5 ml de liguido de centelle¢ (Toluenc, 5% PPO, 1.8 FPOPOP) para

contar la radioactividad en los misnmos.
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FiguraLl, PATRON DE SEDIMENTACION DE CROMATINA VIRAL,

(VER MATERIAL Y METODOS).

150 p1 (130,000 CrM) de solucién de ﬁinicromosomas»[léc]
se colocaron en un gradiente cont.nuo de %acarosa de 10 a 40% en
buffer Tris HC1l 20 mM pH: 7.9, 0.4 M NaClJ 0.2 mM EDTA, con col-
chén de sacarosa al 60% y centrifugados 9 min a 49,000 rpm
(4°C) en rotor SW50.1. |

Fraaciones de 200 pl se colectardn pér el fondo del tubo y
alicuotas de 20 jl se tomaron de cada una de ellas y.colOCaron
en papel Whatman 3MM. Los papeles se secafén y se lavaron 5 yeces
con 5% TCA, y 2 veces con 96% etanol. Se Secaron nuevamente y se
colocaron en viales contenieﬁdo 5 ml de liquido de centelleo

(Tolueno, 5% PPO, 1.8% POPOP) para determinar la radioactividad

en los mismos.
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Figuralﬁ. PRECIPITACION DE UNA MEZCLA DE [BH]"CRNA Y MINICROMO-

SOMA CON PBZ—ANTI P32 (CONLEJO) Y ANTI IgG (CHIVO).

2 ng de [3n]~cRNA (5000 CPM) y aproximadamente 350 na de
Minicromosona de SV40 (1000 CPM) se incubarom junte con concén-
traciones crecientes de Proteinas 32 por 5 fuin a temperatura
ambiente.

Se adiciond después 600 g de Anti—P32 y se volyid a incubar
por 15 min a 37°C. Posteriormente se¢ agreqgd 400 pg de Anti-IgG,
se ajustd el volumen a 400 ﬁl con buffer PBS y se incubd pcr 1
hx é 4°C,

Los complejos formados se procipitardn centrifugando 1 min
en eppendorf. El sobrenadante y precipitado se colocd por separa-
do en papel Whatman 3MM y la radioactividad contenida en los mis-

mos se contb como en los ensayos anteriores.
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Figurald. PATRON DE SEDIMENTACION DI’ [311].
MINICROMOSOMAS Y [up] COMPLEJO DI TRANSCRIPCIGN DL

Sv40. (VER MATERIAL Y METODOS).

250 pl de la mezcla de transcripcidn se colocéron en un gra-
diente iqual emplecado para la sedimentacidn de cromatina viral y
se centrifugd de la misma manera que Jlos minicromosonas ‘solos.

Fracciones de 250 ul se colectaroun pér el fondo del tubo y
alicuotas de 20 pl se tomaron y colocaxdnﬁen papel Whatman 3MM,
se secaron y se lavaron 5 veces con 5% TC: conteniendo 5% de o

)
rofosfato, y 2 veces con 96% de etanol.

Los papeles se secaron y se les determind su radioactividad.

Se muestra en la figura la radioactividad por alicuota toma-
dn.\wvh——A[Bé]DNA §V40; 0-—0 [32% CMP ingorporado.

NOTA: Los corchetes muestran las fraccionés que se juntaban para
la realizacibn de la precipitacién del Complejo de Trans-—

cripcibn viral (ver Resultados Parte II).
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Tieura 1 5.

De las fracciones de esta columna , se tomaron 20pl y se contarun por -
cerenkov.

En la figura se muestran las cuentas totales para cada fraccién,

G s e |32 L

El pico donde se encuentra la marca radioactiva I- P_J ( Comnleio de =-

i DLE

Transcripcion, o mejor dicho colas de nRNA nacientes ) se observa que comigra
con la marca de H | que corresponde al minicromosoma; indicio que las colas

de PNA nacientes se encontraban en estas condiciones pegadas al minicromosoma,
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RESULTADOS PARTE IT
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RESULTADOS ( PARTE II )

Intentos de Purificaciédn de Complejo de Transcripcién Viral de 5V40.

1. El complejo de iranscripecion junto con el minicromosoma ( ver Figura 24 )
se tomaron realizando la unién de fraccionces de la 11 a la 16 y después mez-
clandolas 3 veces en un tubo Falcon con una micropipeta de 1 ml.
Posteriormente se tomd una alicuota de 20 1 vy se contd la radiocactividad-
. = : . 3 32
para estimar la cantidad de CPM de Hi y P|.
3""'1
Alicuotas de 200xl de esta unidn de fracciones.( 700 CPM de H_l vy 4800~

.

a1 %
CPM de [}2€J ) se incubaron con 190 ng de P por 5 min a temperatura am-

32
biente. Tosteriormente se adicionaron 100xg y 300pg de Anti—P32 en tubos por
separado e incubardo por 15 min a 37% , despues se aditiond 400ny 800ug de-
Anti~TgG de chivo en los tubos donde se agregd 150 y 300pg de Antiwp32 respec
tivamente, ajustando el volumen posteriormente a 40Qul con buffer PBS e incu
bando nuevamente por 1 hora a 46C. Los complejos formados se precipitaron --
centrifugando 15 seg en una centrifuga eppendorf.

El precipitado v el sobrenadante se tomaron por esparado y se colocaron -

.

en pap.:l Whatman 3MM para contar la radioactividad en los mismos:

( Nota: Pn estos experimentos y en los subsecuentes las CPM fuerén no TCA --

precipitables ).

* CPM contadas por Cerenkow ( ver apéndice A ).

s
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Se uso de control un tubo sin agregar P32; ademis se incluyd un tubo con-

teniendo el doble de Pg? ( 380 ng ) y de anticuerpos.

El resultado obtenido en este experimento y los 2 subsiquientes se mues—-
tran en la tabla No.1
Experimento 2.

El Cempleic de transcripeidn fue aislado de la misina wanera que en el ex-
perimento anterior ( Figura 24 ), y con el fin de alargar las cadenas de ---
mRNA nacientes de estos complejos, se realizd lo siguiente:

Se tomaron 25@g1 de complejo de transcripecidn viral y se pusierén a --
dializar contra 80 mM de Trietanolamina pl: 7.9 por 30 min a 40C. Posterior-

. - ; le] . y
mente se agregarcn 100pg de P y se incubd por 5 wmin a 37 C e immediatamen-

32
te =e colocaron en una columna de Sepharcsa 4B ( ver Material y Métodos ) e-

0.2 M NaCl

quilibrada con 80 mM de Trietanolamina pH: 7.9, 1.2 g/ml de P32 ’

manteniendo un flujo de 300 1l/hr( La columna debe de estar a 4OC ) » ¥ se co
1ectar5n fracciones de 250uls ( ver figura 25 ).

Se juntaron las fracciones de la 4 a la 7 y se mezclardn suavemente.

Una vez mds se tomaron alicuotas de 225ul de esta unidn de fraccciones -

y se les agregd Anti-P y Anti-IgG , como en el éxperimento anterior, ajus-—

32
tdndose el volnmen a 459le con buffer PBS.

Los complejos.formados se precipital .n centrifugando por 15 seg en una --
centrifuga eppendorf; y ambos,el sobrenadante y cl precipitado se les deter-
miné su radioactividad como en el experimento anterior.

él rcsulfado de este experimento se muestra en la tabla No.1.

Experimento 3. |

El tercer intento de purificacidn del complejo de Transcripceidn de sSvV40 ,

se realizd de la misma manera que el experimento No.2; con la diferencia de-



: / 3 .
que las fracciones eluidas en la columna ( Figura 25 ) , se juntaron y se to

maron alicuotas de 225u1, agregdndoles Anti-P Anti-IgG, y ademds 2 ng de-

327
cRkNA exbgeno, ajustando el volumen a 450u1 con buffer PBS ( 0.2 M Nacl ).

Las incubaciones con los anticuerpos fueron idénticas como en los experi-

mentos anteriores.

°

Bl rosultado de este expetrimente se muestre en la tabla Ne. 2.
Hay que hacer notar gue el cRNA exdgeno agregado se esperaba que precipi-

tara, ya que,este al menos se habia logrado precipitar en experimentos ante-

riores.
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Tabla No. &
PRECIPITACION DE COMPLEJO DE TRANSCRIPCION VIRAL DE SVi0,

% Precinitacidn.

i S

Experiment

Sobrenadante Precipitado. Sobrenadante Precipitado
1 100% 0% 100% 0%
2 100% 0% 0% 0%
3 100% 0% 0% 0%
4 100% 0% 30,0% 19,0%

Experimento 2.

GIl b

Sobrenadante Precipitado Sobrenadinte Precipitado
1 0% 0% | 0% 0%
2 0% 0% 8,40% 0%
3 0% 0% 0% 7%



Hay que hacer notar que en ambos experimentos ( 1y 2 ) no %c' observd
que precipitara absolutamente nada dql‘:s_-zI] ademis de que el porcentaje de --
cuentas disminuia considerablemente y se perdian; probablemente se quedaba al
go de material pegado a los tubos de reaccidn,

Sc necesita usar acarrcador como t-TMA para tratar de evitar la p@rdida
de material en los tubos, asi como también modificar algunos detalles en el -
protocolo del exnerimento ( Ver Discusién y Conclusicones ).

Del tercer experimento podemos observar, Tabla .2 que tampoco precipitd
el complejo de transcripcién marcado con[ﬂa y que el [31% cRNA agregado ex0-
genamente tampoco precipitd; ademds de que se perdio mis del 90% de cRMA en -
este experimento,

Se requiere al igual que en los otros experimentos anteriores modificar
el protocolo y usar cantidades mis grandes del material biolégico usado ( ver

Discusién y Conclusiones ),
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Lxperinmento 3.

Tabla No.

PRECIPITACION DE COMPLEJO DE TRANSCRIPCION VIRAL DE §V40,

% Precipitacidn.

E-‘-ic:] - [32{]

Sohrenadante Precipitado Sobrcnadante Precipitado
1 100% 0% 100% 0%
2 100% 0% 0% 0%
3 100% 0% 0% 0%
4 100% 0% 36% 0%

[ ]

Sohrenadante Precipitado
1 0% O%l
2 0% 0%
3 0% 0%



141

DISCUSTION Y CONCLUSIONES



Discusidén y Conclusiones:

1.- Se logrd precipitar de mancra diferencial primeramente DNA simple cadena
de células CV1 de DNA doble cadena. Esto nos did la pauta de que era factible
separar de una mezcla, &acidos nucleicos de cadena simple ( al menos DNA hasta
este punto ) ensayando en 1iquido ( Fig 15 ).

Con estos resultados y por las refercncias que se tenian empezamos a mon-
tar la metodologia para precipitar DNA de §V40, ya que como se sabe es mas -
pequefio y tiene menos sitios de unién a la P32, ademds de que éste seria el-
DNA qgue se tendria en la mezcla al tratar de purif}car al Complejo de Trans-
cripeidn viral de 8V40. '

2.- Por otro lado en los siguientes experimentos empezamos a usar anticucr--

pos de chivo contra IgG de conejo, ya que la Proteina A-Sepharosa os muy gran

de y por ensayos hechos en paralelo observamos que precipitaba inespecifica-

mente al minicromosoma de SV40 ( resultados no mostrados s
3.~ El porcentaje de precipitacidn gue se tenia en los primeros experimentos
era un poco bajo; esto es del G0 al 80% ( Fig 15 y Fig 16 ) , pero después -
al empezar a usar el 20, anticuerpo , el rendimiento aumento hasta un 100%,-
para el caso de DNA de células CV1 ¢ Tig 71 Y.
e s . . 3 . 14

4.~ Lla precipitacion diferencial de H | DNA simple cadena y C| DNA do~—-
ble cadena ( Fig 18 ) , nos did el resultado para empezar a tratar de preci-
pitar el cRNA de SV40 , ya que el porcentaje de precipitacidn para este expe
rimento fue casi el 80%.

3 . * - - - - .
5.~ BEI H | =cRNA sintetizado in vitro se usd para precipitarlo solo y con
DNA doble cadena de SV40, haciendo notar en este punto que cste RNA es de di
ferentes tamanos ( Fig 19 ) , consccuencia por la cual no todo ( 100% ) iba-
a pregcipitar, asi como tambiln, ya que se tiene el conocimiento que la P32 -
tienc menos afinidad por ©ste, no era 16gico esperar un 100% de precipita---

cién ( I'ig 20 y 21 ) en estos experimentos.
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. 4 v a4
Cabe mencionar aqui gue dada la baja afinidad-de la P por el cRNA, era -

32

necesario mantener una concentracidn minima de PB? alrededor del acido nu=---

cléico, para que @sta no s¢ despegara:zo bien de que hubiera un recambio rapi
do de P32 del acido nucleico al dominio de P, que se encontraba en las coer-—
canias de &ste, esto con el fin de que siempre hubiera algo de P32 pegada al
RNA.

Fn este par de experimenton Fsando Proteina A-Sepharosa ¢n un gaso, y en-
otro precipitando diferencialmente el cRNA de una mezcla junto con DNA deble
cadena y utilizando ademis el doble anticuerpo para precipitar los complejos
formados , se logrd precipitar del 75% en el primer caso { Fig 20 ) y el 62%

en el sequndo caso { Fig 21 ).

s de obhservarse claramente que en el 2o0. experimento precipita un 15% --

menos RNA gue en el primer experimentej consecu=ncia que atribuimos a la con
centracidn de dominios de acidos nucleicos con respecto a la Pas alrededor -
del cRNA. Esto siempre es de esperarse ya que al incrementar la concentracidn
de &cido nucleico, la proporcidn relativa P32/ icido nucleico disminuya , a-
pesar de que la P32 no se pegue al DNA de doble cadena y por lo tanto la con
centracidn del dominio de P32 alrededor del RNA’disminuye.
6.- Se realizaron diferentes purificaciones de minicromosoma de §V40 y se --
mezclaron con cRNA de SV40 para precipitar diferencialmente a este iltimo y-
tener las condiciones méds cercanas en las que se¢ trataria de purificar al --
complejo de transcripcidn viral.

Paré este experimentd ( Fig 23 ) solo se logrd precipitar un 20% de¢ cRNA-

s ’ . - -
y a pesar de que se incremento la concentracibén de P no aumenté el porcen

32
taje de precipitacidén ( haciendo hincapi@ en este punto que la maxima concen

tracidn de P32 usada en este ensayo no es un exceso para la cantidad de anti

cuerpos usada para precipitarla ).
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No sabemos exactamente a que se debe esto y si el dominio de ph? alrcdedor
del cRNA estd extremadancnte reducido; o gi hay algiin factor inhibitorio en=
el extracto donde se encuentra el minicromoscma de SV40 que impida la preci-
pitacién del cRNA.

Con estos resu]tadog se probd degpués que los anticucrpos no se unen al -
minicromosomn,_y lo mds probable que esté ocurriendo , es que debido al tama
no tan gfandv que tiene el minicromosoma estorbe de alguna mancra para que-

ne se pegue la P__ al RNA © no permita la formacidn de los complejos RNA-~An-

32

tivP32 -Anti-IgG, y que estos se precipiten.

Esta Qltima hipStesis podria tal vez descartarse si se hiéiera un experi-
mento en el cual se agregara un exceso de P32 y de ?éda uno de los anticuer-
pos, mantenicndo exactamente la relacidn que se uso en todos los experimen—-—
tos anteriores, con ¢l fin de que haya siempre bastante P32 alrededor del RNA
y que todo este precipite al agrcegar los dog anticgerpos;

7.- En base a estos resultados y pensando siempre =n Ja purificacién del --
]

complejo de transcripcidén de $V40 ( ver Resultados Parte II ) , se tomd el -
i ; - 3 ;
minicromosoma de SV4AD y se incubo con H | =cRNA vy posteriormente con P3?,-
agregando esta mezcla a una columna de Sepharosa 4B (ver Material y Métodos).
El resultado de este experimento no se muestra, pero despues de sacar el-
e ' ; | ; g
CRNA con el minicremosoma de la columna ¢ incubarlos con anticuerpos ( Anti-
P32 y Anti-IgG ), se observd que no precipitdé absolutamente el ¢RNA , hecho-
que no pudimos explicar totalmente ya que como se dijo anteriormente en una-
3 14 P ; 3l
mezcla de H|-cRNA y C | -Minicromosoma, el primero precipita al menos-
un 20%.ILste resultado puede explicarse porque ;dcspues de salir de.la --
columna el c¢RNA se encuentra en menor cantidad , al igunal que el minicromoso
ma, . }; , la relacion P32/5cido nucleico aumente. Ocasionando tal vez la-

pérdida de algunos tamafios de RNA que si preecipitaban antes; sin cmbarge es-

ta explicacidén no e¢s muy 1ldgica pero no encontramos otra hasta el momento.
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8.~ Con lo que respecta a la parte IT de Resultados, podemos decir que se ne
cesitan incrementar las concentraciones de P3? y de anticuerpos, para poder-

precipitar al complejo de transcripcidn viral.

Menciono eésto, ya que los Anti-P debido al bajo titulo ( 1:4 ) que pre

32
sentan nos son un factor limitante para poder increnmentar la P32 en gran —-—
En estos experimentos ( Tabla 1 y Tabla 2 ) no era de esperarse absoluta-
mente que precipitara el CIV , pero se intenta'realizar varias veces, ya que
en log demis experimentos se estuvo trabajando con cBRNA . En el CTV se en—-
cuentra al menos en su gran mayoria un tamafio homégéneo da colas de RNA.

Se esta trabajando actualmente para probar diferentes tamahos de coias de
GJAm en el CIV , para descartar la posibilidad de que este sea un factor li-
mitante, asi como también estamos analizando el posible efecto inhibidor de-
la mezcla del gradiente donde obtenemos el CIV y el tamafio de CTV como posi-

ble impedimento estirico para la formacidn de complejos estables entre el --

KNA—P32 y los anticuerpos usados.



APENDICE A . ABREVIATURAS,

Cerenkov - Son las cuentas por minuto contadas sin liguido de centelleo; el

contaje es directo cn el aparato.
CPM - (Cuentas por minuto.
C.T.V. - Complejo de transcripcidn viral.
DIT. - Ditiotreitol.
EDTA. - Ltilen diamino tetraacético ,
Forks - Scao los sitios en donde se va replicando el DNA,

His . Cepa mutante deficiente en producir histidina,

Linker. - Pequciia norcidén de DNA de pocos pares de bascs ( solo 200 pares de

bases anroximedamente ).
Luz U.V. Iaz ultravioleta.
Moi. - Multiplicidad de infeccidn.
ng. - DANQErames = 10_95;.
PEG, - Polietilen glicol,
PMSE, - Phenil-metil , sulfonil fluoruro ,
SDS. - Dodecil sulfato de sodio.

Sm'. - Cepa mutante resistente a estreptomicina.,

Splicing, - Maduracién de RNAs. Son los cortes que tiene un RNAn que es pre-

cursor dc otros RNAs mis pequefios,

Ura . - Cepa mutante deficiente en producir uracilo,

p.b .- Pares de hases.
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