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Objetivo 



l' 

El objetivo de este proyecto es tratar de montar una metodo-

logía, o una serie de sistemas para la purificación de un gene-

activo en transcripción. Para lo r.ual se emp]e~ pl siste~c del-

virus de simio 40 (SV40) el cual se tiene bien caracterizado y-

es de fácil manejo. 

El trabajar con este virus da la ventaja de tener más de una 

copia de un gene activo transcripcionalmente" (5000 copias) y p~ 

derlos estudiar más facilmente de todo el resto de copias no ac 

tivas transcripcionalmente (el 99% restante) además represen-

ta un sistema modelo, ya que tiene la misma estructura y compo-

sición de la Cromat na Eucariota. 

Este trabajo representa parte de otros sistemas trabajados -

en el laboratorio para el aporte al estudio de mecanismos de --

transcripción y regulación en células de organismos eucariotas. 



JUSTIF ICACIONES: 

-- El presente trabajó dará lugar al seguimiento de una linea de traba

jo, la cual básicamente servirá para entender como se lleva a cabo el -

control de la regulaci6n de la expresi6n gen&tica en eucari~~s de una

manera muy directa¡ ya que, se tendrán los genes activosJseparados 

de los genes inactivos transcripcionalmente 

Alg~~3s evidencias que se ti~nen de la regulación de l~ tr&nsc~ipci6n 

, como son, cambios en los niveles de fosforilaci6n en algunas subunid~ 

des de la RNA polimerasa 11, acetilaci6n en histonas, o la uni6n de o-

tras proteínas a la RNA polimerasa (33) , s6lo se han obtenido por m&

todos indirectos, utilizando a toda la cromatina, 6 fragmentos de DNA -

que contienen partes activas e inactivas transcripcionalmente (34)-¡ 

esto a dado lugar a interpretar con dificultad los resultados obtenidos 

( ver IntU;)'ducci6n: Transcripci6n ). 

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

racterizar mejor a los genes activos e inactivos transcripcionalmente. 
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INTRODUCCION 

Nosotros conocemos que el desarrollo de todos los organismos 

depende de la selectividad db'"1 prendido y apagado de genes indi-

viduales en algún tiempo particular de su desarrollo (T1). 

Para poder entender el desarrollo de los organismos eucario-

tas es necesario entender el control de la expresión de genes. 

y la manera de abordar el control de la expresión de genes -

es estudiarlos en cromosomas aislados, en estado de interfase;~ 

un estado en el cual los cromosomas se expresan por medio de la 

transcripción en RNAs mensajeros o RNAs premensaje.ros. 

Durante los últimos 20 afios se R~nestudiado los cromosomas -

aislados en interfase ( llamada Cromatina para el entendimien 

to del control celular a nive~ molec~lar( 79 ). 

ESTRUCTURA DE LA CROMATINA 

La Cromatina aislada de hígado de rata (11) y que sirve como-

modelo de la cromatina en general, posee una proporción de DNA-

a histonas (proteínas b&sicas que se encuentran unidas al DNA)-

de 1:1. ~ambi~n posee proteínas cromosomales no histónicas en -

una proporción de proteína a DNA de 0.6:1. 

La Cromatina y en especial la de organismos eucariotas est&-

organizada en pequefias subunidades repetitivas de 100~de di&me 

trollama,das .nucleosomas o cuerpos "nu" (:2;7;62,,63,80); formado ca 

da nucleosom~ por un oct&mero de histonas (H
2
A,H

2
B,H

3
,H

4
)2 las

I 
cuales estan rodeadas por 146 par~s de bases de DNA y una pequ~ 

ña porción de DNA de 40 a 60 pares de bases (llamado linker) 

que un~ un nucleosoma con otro . 

.. 



Es ta organizaci6n del DNAllev6 tie~po en conocers e llegando 

a establecer que el DNA presenta una estructura rep€t itiva a -

lo largo de toda su longitud. 

Estudios bioqufmicos posteriores realizados por Lutter (1981) 

(12) muestra que digiriendo el DNA ex traído de riñón de ternera 

con alguna de las enzimas DNAa sa 1, o DNAasa 11, se obtienen -

s6lo pequeñas s ubunidad es llamadas e l cor e del nucleo som a (for 

mado por el oct~mero de histonas y los 146 pares d e bases) y -

que no hay difer e ncia en los patrones de dig es ti6n ( observa-

dosen ' ; 9'el:es -~_de :l_ ~ga:1:''-igaJ obtenidos con ambas enzimas; concluy e~ 

do qu e no impor ta la enzima usad a, y que el patr6n obtenido en 

geles con la diges ti6n enzimática depende únicamente de la es

tructura en que está organizado el DNA. 

Más tarde algunos est udios( a2: ) mostraron que el arreglo de

nucleosomas en e-l DNA\presentaba una 10calizaci6n al azar y que 

no importaba la secuencia de p.b~ del DNA par a que ~stos se -

formaran; con lo cual se daba por sGntada la verdad era estruc

tura que presenta el DNA en lo s organismos vivos. 

Despu~s de esto y teniendo e l conocimiento que cada tipo c~ 

lular desémpefia algunas funciones específicas, y posee las pr~ 

teínas y enzima s necesarias par a su fu~cionamiento, r e sultar6n 

algunas pregunt as : ¿ cuáles serían las partes del genoma --

que funcionarí a para cad a c~lula ? y/si ¿ existiría alguna di

ferencia ~ntre e l arreglo conformacional d e l genoma o diferen

cias en la r eg ul aci 6n d e la expre s i6n para cada tipo celular ? 

* Ver Indice de abreviaturas. 

J 



Los estudios realiz ados hasta este entonces 1975 no -

mostraban cual era la e s tructura que presentan aqu e ll as par-

tes del DNA qu e se encuentran activas en trans~ripci6n y m&s 

aGn las diferenciás que existen entre aquellas parte s activas 

e in~ctivas transcripcionalmente. 

El estudio de la Cromatina eucariota representa un alto -

grado de dificultad ya que esL& empaquetado de . una man er a -

nucleosomal, y aGn m&s estos nucleosomas se enrollan en una-

hélice formando fibras de 20 a 30 nm de di&metro (841 ). Fibras 

las cuales se compactan m&s y forman los llamados Cromosomas 

observados en una célula en estado de metafase. 

Esta estructura probablement e representa la conformaci6n-

natural de la cromatin a inactiva transcri~cionalrnente. Se h a 

estimado por estudios bioquimicos el nGmeio de · funci o n e s que 
A 

realiza algGn tipo espe cífico de célula y , relacionándolo con 

el tamafio de su genoma, se ha encontrado que s610 una mínima 

fracci6n del genoma es ~ activa en transcripci6n, siendo ésta-

aproximadament e el 1%. 

Algunos autores han sugerido la presencia de nucleosomas
f 

en estos gen e s, pero quiz& en una confor~aci6n alterada (64,97). 

Realizando estudios en genes ribosoma!es en ovocitos de -

anfib~o de Xenopus laevis con la enzimanucleasa micrococal 

se postu16 que aquellos genes transcripcionalmente activos -

deben presentar una estructura diferente; a los genes inacti-

vos, ya que la hidr61isis con la nucleasa presentaba una con 

siderable diferencia entre ambas poblaciones de genes 

( genes ribosomales yel ~esto de la cromatina). 

4 



o ~ea que los g e nes activos ( genes ribosomales son más sen 

sibl e s a la enzima que los genes inactivos~ 83 ). 

Los datos sobre estos estudios p e rmitieron postul a r 2 hi

pótesis alternativa s : 

1) Lo s genes transcripcion a lmente activos y que presentan -

una a lta sensitividad a la nucleasa micrococal no deb e n pr~ 

sent a r histon as y en s~u; ¡ r(:::a; s 'o estar aus e ntes d e nucleosomas;

para que la e nzima sea capaz de actuar. 

Est a hi p ótesi s es apo y ada por estudios de microscopía elec

trónica en los cuales se muestra clarame?te que aquellos g~ 

nes en estado transcripcional no presentan una estrurtura -

nucleo s ómica; y e n su caso presentan una ron formación más -

extendida 90" 30 :· ,. 73 · , 93 " 31 i' 89 " 212 ), sin histonas · en -

toda ~u longi t u d ~ 

2) La segunda hipót e sis postula que la digestión con enzi--

mas no nece s ari a ment e significa la aus e ncia de nucleosomas-

y qu e p robabl eme nte el DNA en estado activo presenta las -

histonas unid a s pero no tan firmemente como los genes inac

tivo s . y su conformación debe ser alterada, p e ro sólo en p~ 

queñ a p roporción para que éstos puedan ser transcritos. ( 12) 

Para apoyar alguna de estas hipótesis m&s firmemente, se 

han utilizado alguno s s istemas que estudi~rt T la organización 

del DNA en eu ca riote s ¡ una de ellas, y empleada por muchos

inv es tigadore s e s el e s tudio d e l virus de simio 40 (SV40) 

que c orn o se . sab e inf ec t a a células de "riñ¿n de mono. 

5 



Se ha demostrado ~or evidencias bioquimicas que es te virus 

posee un gen6ma con es tructura s imilar a la cromat ina eucariota 

(21) ya que su DNA es circular y formado en pequefios cromo somas 

(ll a mados minicromosoma s), constituido cada uno d e e llos por 

aproximadame nte 21 nucl eo somas distribuidos al a zar e n toda su 

longitud. Además se tie ne conocimiento que usa t bda la ma quinaria 

celular para su replicac ión, t ranscr ipción y posee todas las pro -

ternas de la célula huésped como son las histonas (H 2A, H2B, H3 , 

H4 Y Di' Y no histonas como l a RNA polimerasa 11, ( 94 ). 

Por estas características SV40 representa un sistema ád~~~~dó 

par~ estudiar los mecanismos de regulación a nive l genómico en 

organismos eucariotas. 

SV40 -. -. - ( Tomado del DNA Tumor Viruses, 19 8 1 94 ). 

Características generales: 

al El virus SV40 fue descubi e rto por Swee t y Hill eman en 196 0 

en cultivos de células de rifión de mono, del tipo usado para 

producir y probar vacunas contra la poliomielitis. Es un virus 

pertenecierite a la familia d e los P~povavirus, la cual está com-

puesta de 2 grupos de virus. 

~) Grupo Polyoma 

b} Grupo Papilloma 

'~posic~ón; 

1Poliovirus 
SV40 

Todos ' están compuestos Gni camente d e DNA y proteína, tenien

do el prime r grupo un DNA d e p eso aproximado de 3.6 x 10
6 

dalto-

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

rus. 

6 
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b) Los virus del 20. grupo ( Papilloma ) son m5s grand es que 

~ los virus del grupo Polyoma y conti e n ~ n cerca de 6 
5x10 dalto 

nes de peso en DNA, repres en tando el 10 % de la masa del virus. 

DNA: 

Compuesto 1e molSculas circulares superenrrolladas que est&n 

formando complejos con prote!nas ( histonas y no histonas ). 

Presentando el genoma de SV40 5243 pares de bases d e DNA-

y teniendo 5 genes que codifican para 5 prote!nas; VP, , VP
2 

, VP
3 

y 2 ant!genos, T ( ant!geno T mayor Y t ( ant!geno t 

pequeño )_ 

Las cantidad e s relativas de cada uno de los nucleótidos -

en SV40 es de 41% dGMP-dCMP y 59% dAMP-dTMP. 

Tamaño: 

SV40 tiene un di&metro de 45~~y un coeficiente de sedi-

mentación de 240S. 

Estructura de DNA: 

Se ha demostrado bioqu!micamente que el DNA de SV40 se en 

cuentra in vivo en 3 formas estructurales diferentes, las -

cuales son f&cilmente separables por gradientes de d e nsidad-

( de bromuro de etidio con cloruro de cesio ) y son las si 

guientes:' . 

DNA Forma I - Consta de DNA circular enrrollado sobre s! 

mismo unas quince veces y se le encuentra b&sicamente en vi-

-rus nativos o en cSlulas infectadas con el mismo virus. 

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

zarle un pequeño corte al DNA, y f&cilmente se obtiene de e~ 

tracciones de DNA 1 se ha encontrado que se produce debído 

a la acción de algunas nucleasas contaminantes presentes en-
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la extracc _ 6n. :obs e rvándol 0 al'mic-ro scop io el ect rónico pre- -

sentn una forma circular. 

Component e III .- Se obti ene de algunas prepara cione s de-

DNA Y es llamado conpom e nte lineal; se le encu~ntra en las -

células hu éspe d durante el proceso de maduración, o bien en-

cerrado en cápsulas virales de formas llamadas pseudovirio--

nes. 

Proternas del viru s SV40: 

El 88 % d e la tot a lidad del virus SV40 está formado d e pr~ 

terna y el 12% de DNA. No se ha detect a do en lo absoluto para 

este virus y algunos de la mi sm a familia, como poliovirus, 

la presencia de lrpidos o carbohidrato s ., 94 ). 

Las prot e rnas de la cápsid e externa del virus SV40 son --

las siguientes: 

Proteína Peso molecular ( daltones 

43,000 

42,000 

30,000 

Un análisis de las proteínas de SV40 por electrofor es is -

en geles de poliacrilamida-SDS ha revelado la presencia de-

histonas en los virus, y se ha observado que estas proteínas 

son las mismas y codificada~ por el genoma de la célula hue~ 

ped; hecho que se demuestra con el s{guiente experimento: 

Cuando células de embrión de ratón o célula s CV, son mar

cadas con [3H] lisina y subsecuentem e nte son inf e ctada s con-

SV40 o virus Polioma, estas proteínas básicas ( histonas 

mardadas aparec en en la progenie del virus y son las mismas 

e idéntica s a las de la célula huesped; con lo que se mu e s--



t ra claramente la simi litud e ntre e l g e n p ma de SV40 y el gen0 -

~a de organi smos . eucar iota s , 94 ). 

ci c lo Líti co de SV40 

Adsorción del virus 

El ciclo comi enza d esde que la c~lul a se pone en con tacto 

con el virus, y se re a liza colocando sobre c~lulas de riñón de 

mon o ' al menos 10 virus por c~lula, de tal manera que l a ma 

yor par t e de las cSlul as se an infe ctadas . 

El viru s se adsorv e primeramente a la me mbran a celul ar y se 

forma subsecuentemente una v es ícula pinocítica, con la cual el 

virus penetra a la c~lula. Posteriorm e nte y por c a usas a ún no

bi~n conocid as la c~lula hu esped pasa de un est a d o Go a G1 ha s 

ta la síntesis de DNA celul ar ( fase S1 observándose que 10-

más import ah t e qu e ocurre a este nivel es la síntesis d e una -

gran variedad de enzimas como son la DNA polimerasa forma o\.,) , 

y la DNA ligasa, a tal grado que lle gan a producirse de 4 a 10 

veces más que en una c~lula no inf e ctada. 

Posteriormente 10 hrs despu~s de la infección los rnRNA-

y los rRNA son sintetizados e n gran c a ntidad hasta llegar a un 

30% en proporción más que en las células no infectadas, dando

lugar ala formación subsi g ui en te de pro teínas cromosomales -

histónicas y no hi s tó n icas. 

Hay que hacer notar que todas esta s ac tivid a des ocurr e n an

tes .queta síntesis del DNA viral comi ence. 

Sin embargo 20 hrs despu ~s de la inf e cción la síntesis de -

DNA viral comienza a una gran velocidad y a s u vez oca s iona -

t~mbi~n la síntesis de DNA celular. Esto se ll e va a c abo sin -

afectarse la sínt es i s de histonas, ya que se ha observado que-

9 



ést.a prosi~ le. La causa d E' estos efectos en la célula se han -

investi gad o y se ha encontrado que so n estimuladas por el pro-

duct.o codific ado por el gen A del virus, y que adem&s se sabe 

que es el antfgeno T~ 94 ). 

Esto se h a demostrado ya que inyectando antígeno T a célu--

las sin infect.ar, estas comienzan a sintetizar r&pid amente su-

DNA. Se ha encontrado t ambién que mu tantes en el gen " A Delé 

ciones ~ bien el antígeno T desnaturalizado por calor -!., -

no causan 

estimulación de l a síntesis de DNA en las células. 

La infección de una gran variedad de virus se ha dividido -

en dos etapas debido a las proteínas proauyidas y promotores -

usado s en las diferentes horas de infección, las cuales son Fa 

se Temprana y Fase Tardía. 

Fas e Temprana: 

En la fas e temprana, de 10 a 12 hrs después de la infección, 

'" aparec e n en el nucle~ RNAs pertenecien~es al virus y que cons-

tituy en solamente de 10 a 100 moléculas de RNA por cada 300,000 

moléculas de RNA celular; en otr as palabras de 10-
5 

a 10-
6 

d e l 

total del RNA citoplásmico es RNA viral. 

Estos se han analizado e identificado extrayendo el RNA to-

tal celular y' poniéndolo a hibridizar con fragmentos de DNA (o~ 

t.enidos del virus SV40 por medio de enzimas de restricción ) en 

filtros de nitrocelulosa o analizando los híbridos formados en-

líquida por medio de la nucleasa 51 o por la unión específica -

de c ade nas lin ea les de &cidos nu c l e icos, a hidroxiapatita. 

En la fase temprana, por medio de gradi e ntes de sacarosa 

s e h a ,oC d e t e c t a el o s ó 1 a m e n t e un R N A d e un c; o e f 1 c i e n t e d e s e d i m e n -

tación de 1 9S ó 205 y con un pe so de 0.7 x ' 10
6 

dalton es . 

10 
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Este RNA codifica para la sintesis de 2 polip~ptidos, el -

antigeno T mayor y t pequefio ( de . 90,000 y 22,000 daltones --

respectivamente 1 ~ 

Observando el mapa gen~ti~o de SV40 ( Figura A nos damos 

cuenta que el antígeno T mayor se codifica de una región dede 

0.67 hasta 0.17 teniendo un Splicing ver Apéndice 7, c. r.&. 

la región de 0.59-0.54 y el antigeno t pequefio teniendo el-

mismo aminoácido terminal al T mayor, se codifica desde 0.67-

hasta 0.54, teniendo un pequefio Splicing desde 0.~5 a 0.54. 

Todos estos RNAs y SUB cortes se han detectado por medio -

de análisis en geles de agarosa y gradi e ntes de sacaro sa, y -

la subsiguiente hibridización con fragmentos de DNA de SV40. 

Por otro lado se ha detectado por med~o de anticuerpos es
~ 

pecificos y marcados con fluoresceína, q~" el antigeno T ma--

yor .se encuentra localizado en el n~cleo y que debe estar in-

, 
volucrado de alguna manera en algunas etapas durant e el creci 

miento de SV40. Algunas de estas etapas y funciones del 

no T son las siguientes: 
I 

al Se ha observado que es responsable de Ila inducción de Kina 

sas deoxipirimidina celulares, ya que mutantes Tsa región -

del gene A que codifica al antigeno T mayor no l as inducen. 

b) El gran antígeno T regula su propia síntesis (94) Y l a de 

otras proteínas codificadas por el virus; 
I 

reduciendo de algu-

na manera la velocidad de sintesis de la cadena E de RNA ca 

den~ de DNA que se tran sc ribe en la parte temprana d e l virus). 

el Se requiere su presencia para la iniciación de cada cic lo-

de replicación. 

11 



Esto se ha demo s t r ado ya que las m0tantes tsA temperat~ 

ra s ensibl e s muestran que inician y completan su replica c ión 

, pero no vuelven a reinici a r. 

d) El polip éptido T mayor se requiere a l menos indirectame n-

te para iniciar experimentalmente la transcripción tardía. 

e) El gran antígeno T se requiere sobre ciertas condiciones-

para el e st ablecimiento y mantenimiento de la transformación 

de célula s normale s . 

Replicación del DNA 

Observando el mapa de restricción d e l genoma de SV40, el 

origen de replicación se localiza cerca de 0.67 unidades de 

mapa en el fragmento e que es cortado por Hind II/HindIII} 

y l~ terminación en la región cercana a 0.17 unidades de ma 

pa en el fragmento G de Hind 11 y Hind 111 ) . 

. La replicación del DNA comienza al finalizar la fase tem 

prana y define el comienzo de la fase tardía. Se caract e ri-

za principalmente por la gran cantidad de antígeno T qu e se 

ha sintetizado y que interviene para que dicha replicación 

se lleve acabo, así como también las e nzimas envueltas en-

dicho proceso se encuentran inducidas en niveles del orden-

de 3 a 10 veces m&s que en células sin infectar. 

\ . ) 

12 ' . 
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Fig A MAPA GENETICO DE SV40. lA) 

El genorna se representa como un circulo con el origen de r eplica.,. 

ción marcado como ORo 

Los números 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. 
• I 

Las flechas muestran la dirección de lectura de 5~3, en el ma~ 

pa genético. 

También se muestran los 5 genes~ en donde empiezan y terminan las 

proteínas codificadas por estos, así como algunos sitios de res r
-

tricción.' 
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ESTRUCWRA DE HJLEL ULAS DE DNA EN REPLICACIC3N 

Las moléculas d e DNA nuevas s inte tizadas presentan una cadena nueva 

y una cadena derivada intac ta de la molécula de DNA parenta l .. 

En otras palabras la r eplicación procede de una manera semicon serva 

tiva. Esta se lleva a cabo de 15 a 20 hrs postinfeción y da lugar a que 

el DNA viral en este tiempo presente una sedime n -tación ligeramente más 

rápida ( 21S a 25S ) qu e el DNA forma 1 ( 215 ) en gradientes nelJrr ;:¡ l ps 

de sacarosa. 

Esto puede apraciarse más detalladamente en fotografías de microsco 

pía electrónica en donde l os intermediarios replicativos Fig 1 ) son 

más grandes que las moléculas de DNA parental, y más' aún de que ésta -

se lleva a cabo bidireccionalmente. 

Lo primero que se lleva a cabo es la unión de la RNA polimerasa al-

DNA Y la síntesis de pequeños oligorribonucleót:idos sobre el DNA ( Prí 

meros ), los cuales servirán como base para que la DNA polime rasa 1 em 

piece a sintetizar la cade na complementaria de DNA. 

La replicación ocurre en diferentes lugares del DNA forma ndo frag--

mento s replicados de DN.Z\ llamados de Okasaki en la dirección 5---73, 

posteriormente ocurre la polime~-ización Je todoo los fr agmentos forma-

dos para formar una cadena continua de DNA. Terminada la iniciación y-

elongación de las cadenas , la replicación t ermina e n el momento en que 

2 "forks" ( Ver apéndice A ) de replicación creciendo lleguen a juntaE-

se, y se ha demostrado de que no se requiere n factores adicionales co-

mo proteínas para que la terminación ocurra., ( 94 ). 

,Es de hacerse notar que el mecanismo exacto de replicación no se co 

noce ya que éste se lleva a cabo estando el DNA e n forma nucleosomal -

( presentando el DNA l a s 4 histonas H
2

A, H
2

B, H3 Y H
4 

) Y no se sabe-
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- exactamente como el DNA se desnaturaliza y se va replicando, sin p erder -

su estructura confoIT.lacional. Sin embargo l o más probable es que la desna 

turalización y la r eplicación del DNA se lleve n a cabo muy ráp idamente --

permiti endo que las pro t eínas histónicas se separen de l DNA en el momento 

que la DNA polimerasa 1 va sinte tizando nuevo DNA y posteriormente éstas-

se unen rápidamente tanto al DNAparental como a las nuevas moléculas re---

plicadd~ . , ( 94 ). 



Fase tardía : 

Es te per r odo comien za c uando l a r eplicación del DNA viral emp i eza , y se 

caracteriza por la aparic ión d e RNA sintetizado a partir de la c a dena com-

plementaria de DNA que se transcr ibe en l a fase tempra n a . 

La síntesis de mRNA tardío tie n e ' como princip al meta codificar las pro-

t e ína c apsul ares ( VP
l 

' VP
2 

y VP3 ) virales . Este s e s inte tiza de 100 a -

500 veces más que e l mRNA t empr a. no , ya que se requiere n una g ran cantidad-

de proteínas para e l encapsulamiento d e l DNA vira l . Por otro lado se ha es 

timado que éste r epresenta el 0.13 % del RNA citoplásmico total ( siendo de 

5,000 a 10,000 moléculas de mRNA por célula ), y que sufre ciertas modifi-

caciones , después de que éste ha sido transcrito Splicing ') , «(M ). 

La transcrip ción de la cade na L se mue s tra en l a figur a A en donde-
. 

pueden observarse e l tamaño de l os 3 RNAs que se p.~ )ducen, y a partir d e -

donde se transcribe n e n el genoma de SV40. 
$5" 

Después de demostrar por experimentos de hibrid 3ac ión entre el DNA ce-

SV40 y el RNAm tardío , d e que este último era tran~crito a partir de la ca 

d e na L " , se trato d e aver i guar porque h abía diferentes tamaños de RNA vi 

r a l ( experimentos d e mapeo h echos con la e nzima nuc l easa S1 ) en el perí~ 

do tardío d e infección, (94). 

I 

El c onocimient o de los difere n tes tamaños de mR~m ( 16S , 18S y 19S ) -

se obtuvo por experime ntos de hibridización entre los mRNA aislados en pe-

ríodos tardíos de in fecc ión y fragmentos de r es tricc ión d e DNA d e SV40 , --

así como tambi én por mapeo con S l' llegandose a e ncontrar (94 ) que el RNA 

de 16S codifica p ara l a mayor proteína capsula r VPl y que e l RNA 19S codi-
I 

fica para las prote ínas VP2 y v P
3 

' sufri e ndo este último un Splicing para 

que s e genere un RNA d e 16S e l cuaJ, codifica~a para la p roteína VP
3 

( ver-

figura A ). 

Lo má s i mpor tante de es tos expe rimentos y otros r e slizados mostró' 

17 



que casi todo el RNA es transcrito a ·partir de l a s nuevas moléculas que se -

han formado y que casi no hay transcr ipción de las moléc ulas de DNA parenta-

les. 

Ens amblaje d e l virus: 

Poco se sabe a cerca del ensamblaje del .['1~. viúil ( t eniendo ya histonas -

de la célula huesped ) y las proteínas capsulares virales para que se formen 

partículas virales maduras. 

Se ha observado que al comenzarse a sinteti zar las proteínas capsulares -

, éstas se ensamblan solas formando cápsides vac{as y que solo hasta que en~ 

tran en contacto con el DNA viral éstas se rearreglan para formar los virio-

'. nes maduros, llegandose a medir que e ste encapsulamie nto dura 8 hrs al menos. 

Es de hacerse notar que estas observaciones se obtuvieron a partir de ex-
~ " 

perimentos in vivo , ya que in vitro disgregando la cáp sides y colocándolas 

en contacto con el DNA viral no se observa reconst~tución de partículas vira 

les enteras, únicamente algunas cápsides vacías. 

Liberación ?el virus y muerte celular: 

No se conoce un mecanismo específico por el cual el virus salga de la cé-

lula, lo único que se ha observado es la asociación de las partículas vira--

les a la membrana nuclear, después de lo cual ésta se disgrega e inmediata-
f 

mente o al mismo tiempo hay cambios en la permeab~lidad de la membrana , con-

lo cual el virus sale al espacio extracelular. 

Transformación por virus SV40 y virus Polyoma : 

Este tema es de gran importancia para la investigación, pero no forma par-

te de esta tes;.i~ por lo cual no se detalla. Para informa ción sobre este te-

ma ver referencias ( 1, 4 , 8 , 11 , 13 , 20 , 26 , 38 , 59 , 74 ) . 
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Fig 1.; 

En la figura se mues tran: 

a) Microfotografía electrónica de un intermediario r eplicativo de SV40. 

b) Representación de las moléculas re!üic~ndose mostrando dos pw1tas de replica~ 

ción ó de ramificación. 

L1 Y L2 : ramificaciones de igual longitud. 

L3 : Fragmento superenrrollado sin replicar. 

c) Pmbas cadenas parentales están wlidas, y las cadenas hij as tienen extTemos li,. ~ 

bres. 
I , 

La cadena de crecimiento en la dirección S ~3 es sintetizada continUéunente, 
I I 

La cadena creciendo en la dirección 3--~S 

las cuales son subsecuentemente unidas. 

es sintetizada en pequeñ~s piezas 

J. 

El diagrama simplificado muestra la naturaleza helicoid:.;.l de las cadenas comple-, 
~ 

I mentarias. No se encuentran en esta fotografía la prescnc 1. de nucleosomas. , 

, ~ \ 
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Fig 1. Compl e jos de Repl icaci6n de SV40 . 
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Tomado de DNA Tumor Viru ses ( 1981 ), 94 ). 
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Proteína 32: Caracterís ticas Ge n e rales 

La Prote ína 32 es una proteína d e sestabilizadora del DNA y parece tener un 

papel muy importante en los mecanis mos de replicación y recombinación en cé 

lulas infectadas con el b a cteriéfago T
4

. 

Esta proteína es codificada por el gene 32 d e l bacteriofago T
4 

) fue puri-

ficada primeramente por Alberts , M.B. 1979 ( 3) Y se ha usado bastan te para ~ 

el alargamiento y visuali zación de RNAs sintetizados in vit~o~ in ~ivo tan-

to de organismos Procariotas ( !. coli ) , como de Eucariotas ovocitos de-

anfibio ) y a lgunos virus ( (P T
4 

Y virus SV40 ). 

Su función es de esenc ial importancia para que la replicac ión d e l DNA del-

fago T
4 

se lleve a cabo, ya que esta es la p rin c ipal prote ína que desnatura

liza al DNA, permitiendo así a l a RNA polimerasa o DNA polimerasa 1 que se-

una fácilmente al ácido nucleico y éste se transcriba o 'se duplique. 

Presenta otras ca.racterísticas muy interesantes como son su autorregulación 

a nivel g e nético, llevándose a c a bo primerame nte por l a unión a su mRNA que-

la codifica, trayendo consigo la disminución de mRNA!que se traducen; meca--

nismo que se preserita por lo genera l cuando la Proteína 32 se encuentra en -

gran cantidad ( 16). 

Una de sus principales características intrínsecas es que presenta un efec 

to cooperativ~ , es. decir , después que se ha unido una proteína al DNA, se -

lleva a cabo la unión de otras subsecuentes proteínas más rápidamente y al -

lado de ésta. 

Esta propiedad ayuda e n gran medida para que la inhibición de la traducción 

de su mRNA se lleve a cabo r~pid amente. 

Algunas características muy importantes y que justifican la realización de 

algunos experimentos de esta t es is, son las me didas de las constantes de aso 

ciación de la Proteína 32 con los ácidos nucleicos, y son las siguientes (--
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( Jensen, E.D. et al. 1976 ). 

DNA doble cadena 

DNA simple cadena 

otros Ri-¡¿"1s 

Constante de as oc idción 
+4 -1 

0.8x 10 M 

10
6 M-1 a -3 + 10 M Na 

-2 -
6.3 X 10 



23 

'l'EANSCRIPCI0l\1 : 

Las dife rencias fenotrpicas d e los tipos celulares de un organismo eucari6-

ta, resulta n de la expresi6n de algGn conj unto de genes. Conclusi6n que es ap~ 

yada ya que observaciones durante el desarrollo demuestran que no hay p~rdida-

de genes en las células, ó amplificación de genes activos transcripcionalmente . 

Además el concepto de expresión diferencial de genes en los tipos celulares 

se ha verificado, ya que! existen diferentes poblaciones de mRNA¡ y lo más im-

portante es que pro ternas que existen en abundancia en algunas c~lulas no exis 

ten en lo absoluto en las demás. 

, 
Estas observaciones llevaron a confirmar que la diferenciación celular da -

lugar de alguna manera a que ciertos genes se exprese~ en algunos tipos celula 

res y otros genes en otr&s. 

La expresión de genes en una célula, o la formación de mRNA a partir de --

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

polimerasa y su función aunque compleja a nivel molecular para regular de ciel:to 

modo la expresión de genes, se conoce de modo ya genera14 

Las células eucariotas tienen 3 clases de RNA polimcrasa, responsables de -

sintetizar diferentes clases de RNA. Poco se conoce acerca de los mecanismos -

envueltos en la iniciaci6n de srntesis de RNA, esto es, acerca de la selección 

de secuencias de DNA para la Transcripción, y menos de c6mo se encuentran reg~ 

ladas las regiones ' que se van a transcribir, y la función que desempeña la RNA 

polimerasa en estos procesos. 

La Transcripci6n nuclear ocurre en dos regiones en el nucleoplasma. Aquellos 

genes que se encuentran en el nucleólo se transcriben en RNAs ribosamales ( 23S 

Y 16S ) y son transcritos por la RNA polimerasa 1, Además hay que hacer notar-

aquí que la actividad de esta enzima representa más de la mitad de la actividad 

total transcripcional nuclear. 



Una segunda enzima, la 10")A polinlCTa'sa II . es la resnollsélble de la síntesis de 

RNA heterogéneo nuclear , y proporciona los precursores de mRNA , adem5s prescll 

ta un 30% de la actividad transcrincional nuclear. 

La 3a. enzima , llamada RNA polimer asa III se encarga de transcribir RNAs de-

pequeño tamaño, como !<J\f¡\ SS ( ribosomal ) y t-RNAs, teniendo W1 10% de la acti 

viclad total nuclear, 

Al gun8s el e 1 ::l,S C3T2ctel'ísticas y propiedades de estas tres enzimJ.s se mues ' 

tran en la siguiente tabla : 

ENZIMA 

LOCALIZACION 

PROPORCION 

DE 

ACTIVIDAD 

ACTIVIDAD 

OPTIHA 

INHIBICION DE 

50% con ct~ !\.,., 

MANITINt\. 

RNA 

POL1J'.1EPASA 1 

Nucleolar 

50-: 70% 

O,OSH 

400)Jg/ml 

. Ta bla No. 1 

RNA 

POLIMERASA 11 

Nucleoplasmica 

20,.40% 

O,09M 

O,02S)Jg/ml 

(Tomado de Lewin , B. 1980, (73) ). 

RNA 

POLItvlliAASA 1 TI 

Nucleoplasmica 

10% 

0.OS-0,17M 

20pg/ml 

El mecanismo nJ.ra la f011nacion de RNA se lleva a cJ.bo primeramente por la unión 

de la RN/\ nolimCr:1S;l al DNA, y b subsiguiente polimeriz:¡c ión ele trinuc1eé3tidos -

I fosfatados, trayendo consigo 1:1 c;1t:111sis y uni6n de rihonucleóticlos trifosf:lt~lc1os 

24 
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para formar ca', ,"nas de RNA . 

Al menos para la RNA polirnerasa 11 se ha demos trado que esta se encuentra 

unida al templado y que hay a l gunas señales para que esta empieze a transcri 

bir a los genes que se encuentran en frenteJ - (39 ). 

Es,tas señales pueden ser la separación éle algunas prote ínas que impidan -

que los genes puedan ser tra nscritos , o bi~n l a modificaci6n de ~stas o de -

la RNA polimer2 sa misma, como son l a fosforilación de algunas subunidades de 

la polimerasa ~O ie otras proteínas. 

Así como tambi~n puede ?currir la p~rdida o ganancia de algunos péptidos-

o proteínas que permitan de alguna manera que la polimerasa pase por el los y 

los transcr iba (73). 

Algunas de estas hipótesis, en especial las últimas son fuertemente apoy~ 

das, ya que experimentos realizados en el laboratorio muestran qu e 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 fuerón hechos usando al sistema modelo de SV40 , comparando 

la Cromatina viral activa e inactiva transcripcionalmente, obten ida de gra--

dientes de sacarosa, Fig 24 ). 

Por otro lado hemos demostrado ( en publicación) que las histonas dege-

nes que transcribe n activamente están más acetiladas que aquellos que se en-

cuentran inactivos transcripcionalmente. 

Estas evidencias confirman fuertemente que la regulación de la expresión-

de gen es se encuentra principalmente a nivel transcripcional. 

Sin embargo hay que hacer notar que l a regulación también depe nde de los-

genes que vayan a ser transcritos y de los mensajeros producidos en la célu-

la en a lgún período de su crecimiento, así Como también de las condiciones -

en que se crezcan las células. 

Ahora no solo se sabe que estos r eguladores ( Proteínas o modificaciones-

en las mismas) illte rvienen para que ciertos genes sean transcritos, sino que 
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experjmcntos in vitro hechos con extractos de algunas cé1u]as, como He1a , o -

de células de tumor de asci t es ( 4' 6" ,1 ció' ) muestran que hay ciertos f ac tores -

proteícos ( Extracto S100: 1Ülmado al extracto obtenido de estas células ) --

que promueven que 5010 ciertos genes seéUl transcritos específicamente, y no -

se transcriban al azar ciertos genes ( hablando de genes potencialmente acti-

vos para que seéUl .i..ranscri tos ). 

" Todas estas ob sérvaciOnes " sin embargo se abordaréUl más di rectamente hasta-

que haya algún sistema para poder comparar a l as regiones activas e inactivas 

transcripciona1mente , sin embargo falta mucho por hacer. 

Los detalles de la función de las secuencias de Poly A y Cap que se encuen-
I , 

tran en los extremos 3 y 5 del mENA no se dan con detalle en esta t es is ) sS2. 

lo cabe mencionar que f uncionan para el transporte del mensajero del núcl eo -
I 

al citoplasma ( extremo 3 ,Po1y A) , y que algunos mPJ'.Ji\ como los del gene-

de¡¡ ''8~ globina lo requieren intacto ( 40 a 60 residuos de A ) para que es tos -

sean trasladados eficientemente .. s e obs erva qu e !;:: U 'fun e ión regula tor i a e s tá 

más involucrada para l a unión eficiente de mensaj ero con el ribosoma y proba-

b1emente para evitar su acción degradatoria. (94 ). 
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Complejo de Transcripción viral y MinicromOSOJlla ele SV40 obtenidos de algu-

nas preparaciones de purificación de comple jos y tratados para microscopía clec --

trónica ( Delius, H. et al 1973 ) 

·'!,<.e· 
-: .: .... ¡.< 

......... ~ ' : •... '-..~. 
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COMPLEJOS DE TRANSCRIPCION DE DNA DE SV40 * 

Se mezc larón 30 1Jg de DNI'. d e SV40/ml con 150 1Jg de RNA polimerasa d e 

~. !::.~~~ , post~eriormente , despues de la s íntesis de RNA por 15 rnin, a-

37
0

C , los comple j os fueron tratados con Prote ína 32 ( P32 ) , y fija

dos con glutaraldehido para la observación e n mi::roscopía e l ectrónica . 

S e ' m~es tranen la figura los tamaños de RNA sintetizado s y a lgunas P32 

fij as a e stas c adenas de RNA ( flechas ). 

* Tomado d e: Deliu s , H.,et al. 1973). J. Mol. Biol. 74, 677-687. 

Ref( 26)~ 
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t1APA GENETICO DEL B!\CTERInFi\GO T 4' 

Se muestran en el mapa circular la localización de los genes del BactcrÍofago T
4

, 

Se dan los nombres de algunos p,enes que codifjcan para algunas partes estructu-

rales del fago. 

Las rnutantes de fase temprana estrin numeradas como: 

DO: No síntesis de DNA. 

DA: Inhibición de síntesis de DNA. 

DD: Disminución en la síntesis de D~~\. 

y algunas de fase tardía corno: 

M): Maduración defectiva. 

El gene que codifica para la Proteína 32 está numerado corno 32 ( DO ) I Una mut~ 

ción pr<J\TIoca que la síntesis del DN.L\ se vea afectada, trayendo consigo en ocasio

nes que no haya síntcsis de DNA. 

30 
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1. Los disolventes emp lead os en la realizaci6n de e~te traba jo 

fuerón proporcionados por el Laboratorio No. 24 a cargo del 

Dr. Patricio Gariglio V. del Departa me nto de Ge n6tica y Biolo-

gía Molecular· ' . . " 

2. Los reactivos empleados fü<éi-611 qüímicame nte an a lí. tices y pl:O-

porcionados por las siguiente s casas: Merck, Sigma , Packard, 

BDH, BRL Y Backer. 

3. Reactivos específicos y enzimas usadbs' :~ 

a} Polymina P.- B.R.L. 

b} Coma,ssie (R250).- SJ-gT1a. 

cl Comassie (G250). ~ S±gma. 

dl P~oteasa ti~o Xl.- Sig~a • 

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

f} PPO y POPOP ..... Packard . 

4. Los aparatos empleados para los experimentos fueron los si-

guientes: 

a) Contador de centelleo. Packard Tri-CARB. Modelo 3385 (Es-

pe~tr6metro de líquido de centelle o). 

b)Ultracentrífuga Beckman. Modelo L8-55' 

e) Fot6metro espectral Carl-Zeiss PMQII. 

f) DotpJ1ci 6JT1etro Bcc~\.nnn ,mo(lclo 3500,. 
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Medios e mp l e ados: - ~----.~ 

Medio Luria 

Triptona - 10 9 

Extracto de 
l evadura - 5 9 

NaCI - 1 0 9 

H
2

0 lOGO mI 

NaOH 2 % - 4 . 8 mI 

Medio Mínimo 

:KH 2P0 4 - 13 . 6 9 

(NH4 ) 2S04 - 2 9 

MgS0 4 .7H2 0 ~ 0 .2 9 

CaCl 2 - 0 . 01 9 

FeS0
4

.7H2 0 ~ 0,0005 9 

Llevar pn : 7 . 4 con KOH 

S~ adiciona 20 g gluco s a (2% f i nal ) y L-his t idina al 2 %. 
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MEDIOS: 

Preparación T'-1edio ( 1'·19 ). 

Solución Stock ( Sales 10X ) 1 lt. 

Na2HP04 .... ' 0 ' 70g. 

KH2P04 •••••.•• 30g. 

NaCl. ......... Sg. 

NH4Cl. ........ 10g. 

Prepar acion 1 lt Medio H9 . 

Soluciones Stock : 

Sales 10X .. , ......... , ............ " .. , 1 OOml, 

NazI-IP04' . , ....•.. , •....••.... It • , • , • t v ! • , ! , •• , , • t • ! f •• ~ •• , t • t • t ' \ . 493 nil'-.1 t 

KHzP04 . 22. omr\1, 

NaCl 8 I 5m\j ( 

Casamino 

acidos ( 10% ) 

Glucosa 20% 

-3 
FeCl3 10 M 

HgS04 1M 

CaCl 2 O .1H 

. H20 Bidestilada 

Las sQluciones se preparan por separado. 

30ml. 

20ml 

10ml 

1ml, 

1ml 

838 mI, 

Las sales se filtran por Millipore y despues se estQ:cilizan. 

O,OJmi\l, 

1niM, 

El medio se prenara mezclando las soluciones en concliciones estériles ~ 

Los Casamino ácidos: Laboratorios DIrCO. Detroit. ~.tj chigan U~;.!\. 



JU:ACTIVOS ESPECIALES. 

Muramil Dipéptido. Proc1ucci6n Instituto Pasteur. 

Adyuvante de Freund Compl eto : DIFCO. 

Aceite Mineral: Producci6n Instituto Pasteur. 
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CELULAS VIRUS Y CE1'¡\S. 

Celulas de riñón de mono de la linea eV1 fuerón crecidas en medio Dulbecco 

Idificado, suplementaclo con 10% de suero feta1 ¡ en caj as de petri de 10 cm .,. 

: diámetro. 

El Stock de virus usado fue de SV40 de la linea 777, 

Las cepas usadas de bacterias {ucrón las siguientes. 

E. coli Uracilo 
teniendo e l genotipo de: Ura~ 

I 

" E.. coli. K12 

159 rnc 105 
RNAasa IP 

E. coli. CR63. 

E. coli,B Cepa deficiente en Lisoz'imq.. Producción: Instituto Pasteur, 

El fago usado fue: H 4 AmBL292 ; Simple mutante del ' gene 55 1 Producción 

del Instituto Pastcur. 
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RESUMEN - TES S . 

La me todología que se e ll cuentra descri ta m&s ade lan te e st& ord e -

n ada crono16gicam e nte, de c6mo y cu&les fueron lo s dife ren t es mat e -

riales bio16gicos que se obtuvieron y se em~learon en este tesi s . 

Hay que mencionar que part e de la metodologí a de est e trabajo ,--

no se encu e ntra en la literatura aGn, 
, .1 , 

ya que esta se desarrollo en-

el laboratorio bajo la asesoría del Doctor Patricio Ga r ig lio; y p o r 

lo tanto no doy ref e rencia de las mism as . ( vea el orden de c6mo se 

encuentr a n en el 1ndice de Materias y de Resultados). 

a) Las t écnicas menc ionadas en Materi al y Métodos, s6lo fueron re a--

lizadas para obtener el material bio16gico nec esa rio para realizar--

todos y cada uno de los exp er imento s que est&n enumerados en el 1n-

dice de Resultados. 

b) La secuencia qu e se sigui6 para e l montaje de la técnic a p a ra p~ 

rificar genes t1an scripcionale s es la sigu~ente: 

La idea central era precipitar el complejo de transcripci6n d e -

SV40 1 % de copias y separarlo del resto d e copias no activas --

transcripcionalmente ( 99% ). 

El experimento final fue tener al complejo de transcripci6n en -

el cual, el RNA de este complejo tenga unida a l a proteína 32 y a 

su vez esta proteína a los anticuerpos contra la misma, de tal for-

ma que todo el complejo ( Complcijo de Transcripci6n- P
32 

- Anti P 32 -

y Anti IgG ), sea lo sufici e nte grande para que se pueda separar --

del resto de copias no activas. 

Para lograrlo, primero se intent6 precip~tar DNA de simple cad e -

na, formando compl e jos con la proteína 32 ( ver características de-

la P
32 

en la Introducci6n y anticuerpos contr a la mism a , ya qu e -

como se sabe la P
32 

tiene más afinidad por el DNA que por el RNA (-



ver constantes de asociaci6n Ad emás se u só primero DNA de ccl u-

las ~CV1 ' ya qu e es m5s gr ande y ti e ne mucho s sitios para qu l a P3 2 

pueda unirsel e . ( F ig 15 ). 

El paso sigui ente era u sa r DNA de SV40 que es más pequefio que e l 

DNA celular, y tr a tar d e precipitarlo como en el exp e rime nto No.15. 

En este experim e nto 

conejo s no inm u ni zados 

Fig 16 ) se usó su ero blanc o ( obteni d o d e 

p ara verificar que no hubi era precipita-~-

ción in espec ífic a de DNA { simple cad e na) con los anticuerpos. 

Teni end o precip itados ambos DNA s ( usan do como ac ar reador a la -

Proteína A-Seph a rosa para precipitar los comp l e jos formados ) I s e -

trató de precipitar a estos 2 DNAs DNA de células CV
1 

y DNA de --

SV40 ) de simpl e cadena y separarlos de DNA de doble cadenar pero -

usando en estos experimentos como acarreador anticuerpos contra -

los anticuerpo s d e conejo ( Para precipitar los compl e jos de DN A-P
32

-

Anti P
32

). 

La idea aquí era formar complejos de DNAsc-P
32 

- Anti P
32

- Anti IgG 

ya que el dobl e anticuerpo es más pequefio que la prot e ína A-Sephar~ 

sa, los compl ej o s formados son más pequefios , y de alguna manera se 

evita la precipitación inespecífica de DNA s , , RNAs ó minicromosomas 

de SV40. ( ver descripción de resultados) I F ig 17 Y 18 ). 

Teniendo estos resultados empeze a ensayar las precipitaciones -

de RNA de SV40 ( cRNA ) I ( ver Sínte s is de cRNA ), ya que este RNA

es el que se obtendría ynido al minicromosoma en los últimos experi 

mento~ al tratar de precipitar al complejo de transcripción. 

Primero se e~sayó su precipitación, solo I es decir formando com 

pIejos de CRNA-P
32 

- Anti P
32 

y precipitándolos 

gregando Prot e ína A-Sepharosa ( Fig 20 ). 

posteriormente a-

Posteriorm e nte se ensayó su precipitación diferencial mezclahdo-

lo con DNA de SV40 doble cadena ) y usando como aqarreador al do-



blc a nticu~ rp o ( Fig 21 ). 

Co n es to se t en ia pr&cticament e montacto e l sistem a para pr ec i pitar 

al c6mple jo de transcripci6n de SV40 . Fero hacia falta un experime~ 

to; que es e l s iguient e ; 

Se e nsayó la precipitación d e l cRNA mezc landolo con e l Minicromo 

som a de SV40 ver su ' Purificación en está sec ción y ( Fig 22 ) ,-

de esta man e ra se t endría el RN A y el minic romosom a juntos, ta l y 

como se tendrí a en el Complejo de Transcri p ción de SV40 al tratar -

de precipitarlo v e r Fig 23 ). 

El Gltimo paso a r e alizar era la purificación d e l Complejo de -

Tran scr~pción de SV40 y separarlo de lo s minicromisomas, tal y como 

se obtenían en las pr e paraciones ( ver Purificación del Complejo de 

Tran scr ipción y Fig 24 ). 

Con esta serie de experimentos se ll eg ó a ; nsayar varias veces -" 

la precipitación del Complejo de Tran scripc i~ de SV40 ( ver r e sul

tados parte rr ). 

Todos los experimentos descritos ant e riormente son los que lleva 

rón a tener una metodología para tratar de p~ecipitar a genes acti

vos transcripcionalmente. 



Obtcnci6n .de Fago T
4 

( 7 ) 

La ob tención de fago T
4 

( cp T
4 

) se realiza d e l a siguie nte ma

n era : 

Se crece un cultivo de 300 ml. de l a b ac t eri a E. coli CR63 e n -

medio 1-19 por t oda una noche . · 

Al día s i guie nte una fracción d e l inóc ulo se d ilóye en 6 l itros 

de medio M9 has ta obtener una a b sorbanc i a de 0.01 a 590 nm. 
o 

Pnstpr1_orme nt e la bacteria 8e crece a 37 C h asta obt e Y!8r ~n2 -

l ectura d e 0.1 a 0.2 de absorbancia a 590 nm. Se l e añad e enseguida 

al me dio 40mg/lit-ro del aminoácido L-Trip tofano. 10 minutos des --

pués , l as b acterias se infectan con ~ T
4 

' adicionando 1 faga por 

cada 10 b a cterias ( moi= 0.1 ). 

El cultivo se incuba p or 4 horas ; lue go se-adicionan 2 mI d e -

cloroformo y 35 pg de DNAasa 1 por c ada litro de cultivo. 
o 

Se inc uba nue vamente por 30 minutos a 37 e y posteriormen ~e se-

, 40 . 6 . 40 
enfrla a C. Se c entrlfuga a 000 r pm por 10 mJ_l1, C e n ro ·tor --

GSA , para quitar restos celulare s ( se tom~ alícuota d e sobrena--

d ante para título ). 

Al sobrenadante se l e agrega NaC l concE , tración final de O.5M) 
I 

Y Po lietilenglicol 6000 ( PEG 6000 ) al 10 % f i nal ; se mezc la por -
. o o 

2 h rs a 4 C y se de j a reposar por t oda l a noche a 4 C, centrifuga~ 

, . 40 ( dose despues a 6000rpm , 10 mln, C e n rotor GSA se toma nue va--

mente alícuota d e sobr enadante para título ). 

La pastilla obte nida se resuspe nde en 125 mI d e buffer Tri s HCl 
t 

0.02 N pH:7.4, 0.1 !-1 NaCl,y se mezcl a suaveryente por 1 ó 2 días . 

3[; 



'1'i tulación d e f_ago ~ ( ' ,7 ) 

La titulación de s obre nadan t es obtenido s e n l a prepa ración d e 

f ago T
4 

' se reali z a de l a s i guie nte mane ra: 

1) Se r ealizan diluciones d e l a soluci6n origin a l del fago des 
-2 -11 

d e 10 hasta 10 e n medio Luria : 

Diluc ión"'" 

-2 -4 -6 - 8 -9 -10 -11 

ml de la sol. 

anterior 0.1 mI 0.1 0.1 0.1 1.0 1.0 1.0 

ml d e medio 

Luria 9.9 ml 9.9 9.9 9.9 9.0 9.0 9.0 

~ Nota:Cambiar d e pipeta en cada dilución. 

2) Las diluciones del f ago se ag i tan en ~n vortex y se titulan 

desde - 8 en adelante. 

Para esto se toma n 0.1 mI d e la dilución del fago y s e colocan 

en tubos pequeños y por duplica do ¡ despué s se adiciona a'cada tubo 

2 gotas de bacteria CRG3 ( cre cida hasta 0.1 d e absorbancia a 595 

nm. ). 
1 

Se añade a cada tubo 2.5 mI d e agar blan1do y fundido a una te~ 

peratura de 42°C y se vi ert~ en una caja d e petri con agar sólido 

( Medio luria con ~gar al 1.5 % )¡ se deja s olidificar durante 30-

min a t emperatura ambiente , en posición invertida p ara evitar go-

tea. 

Las cajas se ponen después a incubar a 37°C y al dra siguiente 

se observan y se cuentan las pla cas forma das . 

Se d e t ermina e l titulo ( nGn\e ro de fago infectivo por mI de --

suspensión ). 

J9 



Se centrifuga a 5000 rpm por 10 min, 

limpiar el fago de restos celul ares . 

4 ° ro 
\.. e n 

El fago se a lmacena en refrigeración a 4°C. 

40 
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J.n:t ecclon d e bacter J_as t ;. CO .ll H con J<l '.~ para l a obtención 

d e Prote ína 32 (P 3 2 )· ( 7) 

Se crece un inóculo de 300 mI de bacteria E. coli B en 

medio M9 a 32°C por t oda la noche. 

Al ' ara" siguiente una fr acc ión del inóculo se diluye en 8 

litros de mpct io parA obten e r Dn~ absorba ncia de 0.1 a 590 n~. 

El cultivo se crece a 32°C hasta un a absorbanc ia de 1.0 a 

590 nm (se tienen en esta l ectura 4-5 x 10 8 células por mI de 

cultivo). Aproximadamente de 3.5 a 4 hrs después de que se ini

ció el cultivo se obtiene la lectura d e 1.D de absorbancia. 

Enseguida se adiciona 40 mg del L-Triptofano por litro de 

cult!vo y se incuba por 10 min (se torna aquí,una alícuota de 

1 mI para recuento de colonias). 

Posteriormente se infectan las bacterias con fago T4 Am 292, 

adicionando 5 fagos por bacter ia (moi = 5); 5 minutos después se 

agrega más fago (moi: 5) (durante este tiempo, se toma, una alí-

cuota del cultivo). Se incuba el medio a 32°C por 1 hora 30 mini 

en~eguiJa se enfría 4°C. 

El cultivo se centrifuga a 8000 rpm por 5 min, 4°C e n rotor 

GSA (SorvalU¡ se d escarta el sobrenadante y la past!lla obtenida 

se pesa en papel aluminio y se congel a en nitróg e no liquido. 

Posteriorme nte, la pastilla se almacena a -20°C, 
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Cuenta viab l e de Bacteria 

Para v er ificar l a infecc i6n de E. coli B con ~ T4 ' se cuenta el nG 

J 

mero de b ac terias antes y despucs de la infe cci6n ( ver infecci6n de -

E. coli con ~ T
4 

). 

A l as alícuotas tomadas ant e s y después de la infecci6n se les rea-

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

ne aprox imadamente 4.5x 10
8 

bacterias/mI, como se muestra. 

bacteria 
(mI sol. anterior ) 

He dio 
Luria (mI) 

O. 1 

9.9 

-4 
'/O 

O. 1 

9.9 

0.1 

9.9 

1.0 . 

9.0 

-8 
10 

1. O 

9.0 

-9 
10 

1.0 

9.0 

Las diluciones se agitan e n un vortex¡ enseguida se toman por dupJ.ic~ 

do 0.1 mI d e la diluci6n correspondi ente 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 día siguiente se cuenta el nGmero de colonias formadas. 
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Las columnas d e vidr io se l avan co.n 0.2 M NaO Ir' a t e mperatura 

amb iente, y d espués con H20 bidest ilada es t éril, posteriorme nte , 

éstas s e est.cr i l izan . 

La s c olumnas LKB o de farma cia se trata n con 0.2 N NaOH por 

tod a l a noche y después se l es pasa abundante agua bides t.jl ada 

estéril. 

Dime nsiones c o lumna DNA-Celulosa : 1.8 x 30 cm. 

Volume n de l echo: 120 ml. 

DNA-Celulosa: Aprox . 1.56 mg DNA/ml de CelUlosa (45 g DNA-Celul o -

sa seca ). 

Buffe r lavado ; Buffer B (Tris HCl 0.02 M pE: 8.1, 2.0 M NaCl, 

5 mH EDTA). 

Bu f fer Equil ibrio : Buffer B
1 

(Tr is HCl 0.02 M pE; 8 .1, 0,05 M 

NaCl, 5 mM EDTA, 1 rn}1 B-mercapt oe tanol, 10 % glice rol). 

Columna DEAE -Ce lulosa 

DE52 Whatman (15 g DEAE-Celulo sa seca). 

Dime nsiones: 1.5 x 30 cm. 

Volume n de l echo: 45 mI. 

Lavado : Buff e r C
2

: (Tris HCL 0.02 M pH: 8.1, 0.5 M NaCI, 1 mM 

EDTA sin glice rol y S-me rca ptoetanol). 

Equilibr;i.o: Buffer C
1

: (Tris PCl 0.02 H pE: 8.1,1 mJl1 EDTIl., 1 rlli1 

a-mercaptoetanol, 10 % glicerol. 

Columnas Fosfocelulo sa : Wha tma n P-11 (3 g Fosfoce lulosa s e ca). 

Dime nsiones; 0.9 x 15 cm. 

Volume n de lecho: 70 mI. 
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Lavado: Buffer D2 : (Tris HCl 0.02 M pU: 8.1, 0.05 M NaCl, 

1 mM I:DTA, 1. O mH B-mercaptoetano l, 10 % glicerol. 
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Parte l. Prepa r ac i 6n de l a Cel ulosa. 

1. Suspender 100 g de Celulos a ( Cellex ~t 410 BIO-RAD ) en í O vo lumenes -

de "20 est~ril, en un cilindro de 45 cm d e a ltura . Se utiliz6 una pro-

beta de 2 litros ). 

2. Decantar el sobrenadan te por aspiraci6n ) despu &s d e 60 min, para de 

sechar partículas finas. 

3. Repetir el l avado ( 6 veces ) con 50% de et.ano1. 

4. Lavar 2 veces con etanol 100 % mediant e filtraci6n en un eniliudo Buchne r. 

5. Lavar con H
2

0 bidestilada es t~ril 2 veces. Filtrar en 

6. La v a r con NaOH 0.5 M. 
Buchn e r 

7. Lavar con 2 veces H
2

0 
con 2 hojas 

8. Lavar con HC1 0.5 M. 

9. H
2

0 bid. 4 
Whatman 1 MM 

Lavar con vec es . 

En todo este tiempo perma nece la Celulosa en e l embudo Buchne r. 

10. Posteriormente se retira y se seca toda la no che con pistol a d e aire 

: ( sin calor) , cubriendo e l recipient e con una gasa . 

11. Liofilizar durante 30 hrs, o dejar 2 días e n un desecador y liofili- -

zar al men6s 5hrs. 

o 
12. Almac enar el polvo a -20 C. 

·Preparaci6n de DNA-Ce lulosa 

Parte 11. Preparaci6n del DNA. 

1. El DNA (1 g ) setcsusrendé: en 0.01 M de Tris HCl pH: 8.1, 1mM EDTA-

~ . 40 
a una concentrac i o n de 2mg/ml. Para esto se aglta suavemente a C por --

48hrs. 
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2. Extrae r con f e nal saturado con Tris HCl 0.01 M pH: 8 .1, a 

tempe ratura ambiente. 

Extracción 

2.11 volumen de fenal satuiado + 1 vol de muestra. 

2.2 Agitar suavemente durante 2 a 3 min y centrifugar a 

4'000 x 0, 10 min, 4°C (5000 rpm, rotor GS~. 

2.3 Recuperar la fase acuosa (superior ) la cual contiene el DNA. 

Repetir l a extracción 3 ve6es. 

3. Precipitar el DNA de la última fase acuosa con 2 volúmenes d e 

etanol a -20°C, toda la noche. 

4. El DNA se col e cta por centrifugac ión, 30 min, a 6000 x g, 

4°C (6 6000 rpm rotor GSA). 

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

prepara9 ión de DNA-Celulosa 

Parte 111. Unión DHA a Celulosa). 

... ""', 
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1. El DN~. liofi lizado se r e suspende a una concentración de 2 mg/ml 

en lO-2M K
2

HP0
4

, EDTA lO-3M, (para dar un pH; 8.5 por 48 hrs 

a temperatura ambiente. 

2. Calentar en alfcuotas d~ 10 mI a 100°C por 15 mino 

3. Enfriar rápidamente y hace~la solución Tris HCl 20 mM 

pH: 7.4 final (2.5 mI de Tris HCl 0.1 M pE: 7.4/10 mI de 

muestra), en una alícuota a 260 nm medir absorbancia. 

4. Mezclar 1 9 de celulosa liofilizada por cada 3 mI de solución 

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

te. Generalmente se usan 100 9 de celulosa. 



; . 

5. Secar la amalg a ma con ai re toda l a noche y liof;Llizar por 4 0 

hrs. 

6. El polvo se macera ligeramente en un morte ro y s e re suspende 

en etanol al 100 %. (12.5 g de polvo/lOO ml etano l 100 %). 

2 7. La suspensi6n se expone a luz U.V. a 100 , 000 ergs/mm , 40 

min y con agitación ligera, 
2 

(en un refracta rio de 1000 cm ). 

8. ~a DNA- Celulos a se lava exten sivame nte con solución lU ~1 

Tris Hel, pE: 8 . O, 1 nu\1. EDTA(Buffer TE). 

Se filtra en BU~hner y s e 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 este método se une mas del 90% del DNA a la celulosa). 
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Se mezclan en una licuadora 100 9 de bacterias !. coli B infec tadas --

con e l fago T 4 Arn 292 con 300 mI de Buffer A
1 

( Tris HCl 0.0 2 H pH: 8. 1,--

1nM EDTA , 10 mM HgC1
2

, 2 mM CaC1
2

, 1mM S- mercaptoetanol. Las bacterias -

o 
se s u spenden por 5 min a baja velocidad e n la licuadora a 4 C, ( tomar a-

!Ícuota de 500~'1 ). 

Despues se a(:fregan 12 mg de DNAasa 1 comercial y las bacterias se rompen 

en u n sonicador ( MSE en volume nes de 200 mI dando 12 golpes de 20 seg~ 

e inte rmedios de 40 seg a 24 micrones. Las b acter i as rotas ( sonicado ) -

o o 
se incuba n p or 1 hr a 10 C y despues se e nfria a 4 C; en todas las etapas 

siguie ntes l a temperatura se mantiene a 4
o

C. 

Se centrifuga a 8000 rpm por 15 min en ro"t:.or GSA ( Sorva ll ) , para qu~ 

t ar restos celulares ( se toma alícuota ). 

,,-
El sobrenadante se ultracentrifuga a 100,000 x 9 por 90 min ( se uso -

un rotor tipo 60 ti para bajar ribosomas , y se dializa contra 400 ml de 

buffer ¡'2/10 ( Tris HCl 0.02 M pE: 8.1, 0.05M NaCl, 5nü.\f EDTA, mM S-mer-

c aptoe tanol ) realizando 3 cambios d e buffer durante 24 hr. 

El dializado s e c e ntrifuga a 8000 rpm , 15 min e n rotor GSA y se l e a -

grega glicerol 10 % final; posteriormente se pasa por una columna de DNA -

Celulosa equilibrada con buffer B
1 

( Tris HCl 0.02 M pHI 8.1 , 0.05 M NaCl, 

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

Nota: . Trabajar hasta aqui lo más rápido posible para evitar la acción d e -

proteasas. 



La e luci6n de la col umn<l se llovil a c abo por med i o de un 

gradient e discontinuo de sal , us ando 250 mI de los buff e rs B
1 

a 

B
5

, conteniendo respectivamente Tris l-re1 O. O 2 M pE: B. l, 5 mM 

EDT1\, 1 mH B-me rc aptoetanol, 10 % glicerol y l<ls concentraciones 

crecientes de sal' de 0.0 5 M, 0.1 5 M, 0.4 M, 0 . 6 M, Y 2 .0 M NaCl. 

Se colectan frac cion es de 6 mI y s e an .::dizan por aborbancia 

a 280 nm. 

Nota: La P32 eluye en un pico a 0. 6 M de NaCl. 

Posteriorme nte , se juntan las fracciones que' corresponden 

al pico de P 32 (90 ml aproxidamen t e l y se dializan contra 2 lt 

d e buffer C
1 

(Tris HCl 0.0 2 1-1 pE; 8 .1 r 1 mI ,1 EDTl\. , 1 mJ1 .S -mercap-

toetanol, 10 % gltcerol}, realizando 2 c~,,~ios de buffer durant e 

24 hrs. 
'"', 

Este diali'zado se coloca en una col - :-tn::, de DEl\J:;',.. Celulosa 

equtlibrada con buffer C1r y s e eluyc c o n un gradiente continuo 

de sal de 0.0 a 0.5 M de NaCl con 150 ml de los buf fers Cl y C2 

(T;r;-i's HCl 0.02 1-1 pH: 8.1, 0.5 M NaCl , 1.e: 1',Itl EDTA, 1 mM B-me r-

captoetanol, 10 % glicerol). 
1 

Igual que anteriormente se colectan l fr o ccion es de 6,0 ml y ' 

se analizan por absorbancia a 280 nm. 

Nota,; La, Prote~'na 32 eluye en un pico aprO)(jíf'léldamcn te él 150 mM 

NaCl se Juntan :1 las fracciones d e l pico ( ti':) rn1 a proximadamente) 

y se pasan ~or una column a de fosfo-6elu] o~¡t equilibrada con 

buffer D
1 

('¡'rís BCl Q. 02 l-1 pI-l ; 8.J, 0.2 H tJa,Cl r 1 mf1 (j -mercapto

etanol, 10% glicerol). La eluci6n se lleva a cabo también con 

buffer D
1 

(bajo ~stas condiciones l a P32 no se une a l a fosfocc-

lulosa) . 
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Se colectan l a s fraccion e s igualme nte que para las otras 

columnas y se mide abs orbancia a 280 nm. 

Las fracciones de P32 eluidas de la Fosfocelulosa (65 mI) 

se dializan contra buffer E10 (Tris HCI 0.02 M pH: 8.1, 0.1 M 

NaCI, 1 mM EDTA, 0.5 w1 DTT, glicerol 10 %) o buffer E62 (isual 

al buffer ElO pero conteniendo glicerol al 62%) a 4°C por toda 

la noche. 

La Prote1na 32 posteriormente se guarda a -20°C. 
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Reactivos : 

1) Etanol al 95 % (5 O mI) . 

2) H3
P04 al 85 % ( 100 mI) . 

3) Di so l ve r 100 mg de azul de Comassie G250 en 50 mI de etanol 

al 95 %. 

4) Agregar 100 mI de H
3

P0 4 85% . 

5) Dilu ir la s oluci6n has ta 1 lt con R20 bides tilada. 

6) Filtrar en '¡·\1hatman 3Ml1. 

Ensayo: 

á) Se ajusta la mvestra de pro t e1n a con soluci6n s a li n a 0.15 M 

Na.Cl o buffer adecuado has ta 100 ~ l. 

b) Agregar 5 mI de reactivo de Bra dford. 

e} Medir a 595 nm inmedia t amente. 

Se hace si empre una eurva. e s t~ndar con a l hGmin a , de la si

guiente manera: 

Tubo BSA (1 mg/ml) NaCl 0.15 M Bra.cford 

1. O III 100 )11 5 mI 

2 . 5 )11 95 }JI " 

3 10 )11 90 )11 " 

4 20 )11 80 )11 ". 

5 30 )11 70 )11 II 

6 40 )11 60 )11 " 

i 
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Tratamiento d e bolsas de diá li s is ( 105 ). 

1. Hervir laS bolsas e n agua bides til a d a est6ril con teniendo Na HC0
3 

al 10% y 10 mM de EDTA por 1 5 mino 

2. Tirar la solución y l avar las bolsas varias veces con agua bide s-

tilada esté ril. 

3. Repetir la ope raci6n 1 y 2. 

4. j~sterilizar l a s bol sas en 1 mM EDTA por 20 mino 

5. Almacenar las bol sas agregándole 2 gotas de cloroformo, a 4°C . 

.. 
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P r ep Cl. r a c_i_6_n_, _d_~~_v_i_r_u_s_~_e_· _S_i_m_i_o ___ ( _S_\~.~Q.L ( 105 ). 

1. Se siembr a n 50 c aja s de petri (PIDO) con 3xl0 6 células cada caja 

( 24 hrs antes de u sar) ; se incuban a 37°C en un a cS~ara conte niendo 

CO 2 ; se retira el me dio y se l avan l as c é lulas con buffer PBS . Se 

infecta c a da cultivo agregando C.Ol PFU (Unidades formadoras de pla-

caj a s s e mueve n d es l izando el me dio en direcciones perpend iculares ) 

cada 20 min; se inc uba por 1 1 /2 hr a 37°C (pa ra permitir l a adh e -

si6n del virus); se ad icionan 10 mI por ca j a d e Med io Dulbe cco al 

2 % de suero fetal d e bovino. 

Se incuba a 37°C (incubador con CO 2 ) por 10 dias (El efecto ci

topático se observa en tre 7-10 dtas). 

Con un gendarme (hule ) se s epa r a n l as c élulas y se me zclan den -

tro de la caja ; la suspensi6n se coloca e n un tubo de centrifuga -

(frascos de 250 mI estériles); se centr ifuga a 8000 rpm por 3 0 mino 

(4°C) en rotor SS34 (Sorvall). 

El sobrenadante contiene la mayor parte del virus; la pastilla 

(conteniendo también virus) se suspende en buff e r PBS . Posteriormen-

te se sonica 3 vece s por 15 seg a 50 watts (4° C). Se centri f uga 30 

min, a 8000 rpm (4°C) en rotor 5S34 y el sobren a dan te se mezcla con 

el sobrenadan te anterior. 

El sobrenadante total se centrifuga a 25 000 rpm, 5 hrs (4°C) 

en rotor SW27; el virus qu e da en el p aqu e te, el cua l se re suspende 

en 1 mI por cada tubo de rotor (27 mI vo l. de cada rotor) de PBS (o 

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

a 4°C. 
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rritu laci6n del v irus ~V!9_~r el método de PFU (Unida d e s form.ldoras 

1. Se si embran células de la linen CV1 , teni é ndose l x l0 6 células 

por caja (P60). 

Al dia siguiente s e preparan las diluciones del v irus en Medio 

Dulbecco (sin sue r o) o PBS - 8 .10-9 10, f 
-10 

Y 10 ). Se e -

limina e l Medio y se lavan las células 2 v e ces con 5 mI de buffer 

Se infectan las célula s con 0.2 mI por caja d e cada dilu c i6n. 

Las diluciones e infeccione s se hac e n por éuadruplicado. 

Las cajas s e mueven cada 20 min para permitir l a absorci6n de l 

virus; este proceso dura 90 mino 

Por otra parte se prepara una me zcla de agar noble a l 0.9 % en 

Medio Dulbecco al 1.8 %, a 45°C. 

(debe de cons e rvarse a esta temperatura hasta el momento de usars e ). 

Al final del periodo d e absorci6n se afiade 1 mI de mezcla agar- Me -

dio a 45°C por caja; luego de que so lidifiq ue se afiaden 4 mI más. 

Se incuban l as cajas invertida s durant e varios dias a 37°C. 

A partir del 14°dia se empiezan a observar las placas (algtinas 

veces se observan después de 16 a 18 olas). 

Para observar con mejor claridad las placas s e tifien con 4 mI 

de un a soluci6n al 0.01 % de rojo neutro esté ril di sue lto en I1edio 

Dulbecco compl e to. 

Se incub<t n por 18 hrs(con CO 2 a ·37°C). 

Al dta siguiente se retira e l colorante y se cue ntan l~ s pla-

caso 
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La suspe nsi6n de virus se mezcla sua vement e con una pipeta 

Pasteur (al final se ajusta con 1% d e s ue ro fet al d~ ternera (si se 

us6 PBS para r esuspendcr ) y se centrifuga a 2000 rpm , 10 min, 4°C 

en SS34 . El sobren a da nte contien e el v irus . 

Se a l macena 1 mI por tubo a -20°C. 

POsteriormen t e , e l virus se titula para d e terminar PFU/ml(Uni-

d a des formactora s d e placa ). 

Pued e determinarse tamb i§n l a diluci6n vira l que aGn produce 

una cantidad máx ima de[3~'- DNA en extractos de Hirt( S3~. ESt e mé

todo ofrece la v entaja de s er más rápido que el plaqueo. 



Ohtención de DNA deSV40 por e l .M.ét odo d e Hirt . (53). 

- células de la linea CV1 infec tadas con e l viru s SV40 y 

marcadas con timidina r adioac tiva e ntre 20 y 40 hrs d e spués d e 

la in fecc ión son e mpleadas para la obte nció n de DNA de SV40,. y 

DNA celul a r marcado ( ';e r células y virus ) . . 

Las células infectadas e n cajas de 6 cm de diámetro ) s e co-

locan a 4°C (sobre hi e l o ). 

Se r eti r a el medio y las células se lavan 2 v~ces con 5 mI 

de buffer PES a 4°C. Después se agrega 1 mY de solución Hirt 

(Tris HCl lO-2M pE: 7.5, lO-2M EDTA, 0. 6% SDS) (ó 2.5 ml si la 

caja es de 10 cm de diámetro), y se deja ~~ contacto sobre l a s 

células entre 10 y 20 min a temperatura a mb iente. 
fi. 

Las cajas se inclinan suavemente (2 , )ces); se despegan las 
\ 

células con la ayuda de un gendarme , colocándolas (sin usar pipe-
. I 

ta, por inversión en l a caj a) de:spy:ésen un 'tubo Í"alcono Eppqn,..dorf'c-r:'--; 

(revisar que el volumen obten ido por caja sea de aproximadamen te 

1.2 mI). Se adiciona NaCl (5 M) a una concentración final de 

1.0 M¡ se tapa el tubo y se mezcla suavem~nte pOr inve rsión 3 

veces, guardándolo 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. 

Arrlbas fracciones d e DNA se guardan a 4°C para su purifica-

c;tón posterior. 
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t ación de ácidos nuc l eicos . ( 105 ). 

El DNA obte nid o por el Método de Hirt ( El celular y e l viral) se-

purifica de la siguiente manera: 

A un volume n de solución de DNA, agr egarle 1 volumen de fenol satu 

r ado con buf fe r TE Tri s HCl 10 mM pH : 7.9 , 1mM EDTi\ ) La me zcla se 

agi t a l entamente por 2 a tres minutos a t amperatura ambiente y d espués 

o 
se c e ntrifuga a 1500 rpm ( 4 C ) e n rotor SS34 ( Sorvall )i después -

se toma l a fase acuosa superior que contiene e l DNA y se l a realiza -

una 2a. extracción fen61 ica ( la fa se fen61i ca inferior se d escarta -

cada v ez ) 

Poster iorme nte , a la fase acuosa se l e r ealiza n 2 extracciones 

con c loroformo: alcohol isoamílico ( 24 :1 ) , adicionando 1 volumen -

d e es ta me .>':c la. 

La mezcla se agita var i as veces durante 1 mino en cada extracci6n, 

y la fase acuosa superior se trata luego con 2 volume n es de etanol --

o 
absolu to d e jándolo por toda la noche a -20 _C. 

No ta: A es ta mezcla n o se le agrega NaCl, ya que viene del Hirt. 

Al dí a ' s iguiente l a s uspens i6n de DNA se centrifuga a 10,000 rpm, 

por 60 min; ( 4
0

C ) en rotor SS34 ( Sorvall ) y la pastilla obtenida-

se s u spe nde en e l menor volumen posible de buffe r TE. 

Para qui tar el exce s o de SDS al DNA; se toma 1 mI de soluci6n d e -

DNA Y se p asa por u na columna de Sephadex G10 6 G50 de 20 mI de volu-

roen de l echo previamente preparada y equilibrada con buffer TE. 
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El DNA se eluye con el mismo buffe r TE, colectando fracc io-

nes de 5 00 )11. 

El pico d e DNA elu{do se d e t ecta por absorban cia a 260 nm o 

por medio del !.-1étodo de Bur ton ( 1,7' ) • 

Este DNA se g uarda posteriorme nte a 4°C. 

Not R9 Usa ndo este t i po de Sephadex el DNA (ta nto c e lular c omo 

viral ) e luye en volumen vac io (volumen muerto ) y el SDS queda in-

cluido en l a columna . 



De t erminaci6n d e DNl\ por el método de Burton ( 18 ). 

I<eac tivos 

So lución stock d e DNA ~ 

Se prepara una sol uci6n de DNA a una conc e ntraci6n d e 0.4 

mg/ml en 5 mM de NaOH, la cua l se almacena a 4 c C. 

Las suluciones de DNA para l a curva est&ndar se preparan 

mezclando 1 volumen de so luci6n stock de DNA con un volumen de 

HCI 04 1 M Y calentan do la mezcla por 15 min a 100 c C. 

Las s o luciones est&ndar s e preparan , a l as concentraciones de 

10 ~g/ml, 20 ~g/ml , y 40 ~g/ml , respec tivament e . 

Difenil amina __ 

La so luci6n de Difenilamina se prepara mezc lando 1 . 5 g de 

Difenilamina destilada con 100 mI d e &cido acético con centrado y 

1.5 mI d e H2S04 conc e ntrado; la soluc i6n se alma cena en J_a obs cu-

ridad . 

Para usar se toma n 20 mI de la soluci6n de difenilamina y se 

adicionan 100 ~ l d e aceta ldehido en so lución ac uos a (16 mg/ml ). 

Ens ayo para muestras en liq uido 

s~ t oman 200 ~l d e mue stra a lo que se desea estima r la con-

c e ntrac i6n de DNl\; se adicionan 200 ~ l de 0.5 N HCl0 4 y 800 ~l de 

dif e nil an ina (con acetalde hido ). 

Los tubos contenie ndo las muestra s se tapa n con pape l alumi -

nio o se guardan en la obscur idad y s e a gitan s uavemente por 20 

hrs a temperatura ambi e nte, d e spu6s de lo cual se lee absorbancia 

a 600 nm. 
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En sayo para resina s 

El ensayo se realiza tornando 100 ~l de resina y disolvi6ndo la 

en 4.9 mI de 0.5 N lICl0
4

¡ la soluci6n se agita para h acerl a homo

génea , y se toma n 200 Wl de la suspensi6n, para ensayar la canti

dad de DNA del mismo modo que el ensayo para muestras en liquido. 
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Corte y DesIIa t ural izac i ó n de DNA de SV4 0. , ( 10 5 ). 

El DNA de SV40 obtenido por lo t8cnica de Ilirt y posteriorme nte-· ·· 

purificado por medio d e e xtraccion es f e nólicas , se corta con la enzi-

ffia d e r estricción Eco. R1 . 

Se toma 1 ~g de DNA y se l e adiciona 2 unidad es de la e n zima en u -

n a mezcla d e r eacc i ón conteniendo 50 mM 1ris HCl pH : 7.5 , 10 MM MgC1
2 

50 mM Na Cl , 1 mM DTT , en un volume n final de 23 ~l. 

P t · t 1 1 . b 5 h 370 C d ~ 1 os erlorme n .e a me zc a se lnc u a por rs a ; e s p ues a -

reacción se detiene c a l entando 5 min a 70
0

C . El corte d e l·DNA se ob-

s e rva pos teriormente por medio de g e l e s de a garosa ver T~cnica ge- -

l es de Agarosa ). 

Desnatural izac ión d e DNA . 

La desnaturalización de l DNA se realiza calen_ando una so luc ión de 

oi 
DNA ( 43.5 ~g/m l ) por 15 min a 100

0
C y postericment e enfriándolo rá 

pidamente e n hie l o a OoC. 

De esta manera se prepara el DNA cadena simple . 
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Para l a obtenci6n de anticue r pos c ontra l a Pr ote i na 32 , 8 cone jos 

j6ven e s New Ze land de 2 me ses d e edad fuer6n inyec t ados y s angrad o s -

d e acu erdo al s iguiente e s quema : 

Agente Inmuni zante 

56 P 32-Huram iJ. Di p éptido ( P 32 - MDP ). 

57 58 P 32 - Adyu\,Tante de Pre und completo . 

59 , 60 P 32 - RNA ( d )-Adyuvante d e Pre und 
Le v a ura 1 t Cornp e o . 

61 , 62 P 32-RNA ( - d ' ) - Murami l Dipép tido. Leva ura 

Cada cone jo r e cibe 4 inyecciones a l os ti empos ( O, 15 , 30 Y 60 dias ) 

La primer a inmuniza ci6n de los c o n e j o s s e r e a liza iny a ctandolos 

en los cojine t e s de l a s p a tas t r aseras y en l a p a rte dor sal. 

Las siguientes 3 inmunizac i o n e s se rea.li zan simul t ancamente por via 

subc utáne a en l a parte dorsal y por via intramuscul ar e n las pata s t ra 

seras. 

El sangrado de los conejos 5 mI ) se r e a liza cada 15 dias , des- -

pue s de l a p r imera i nmuniza ci6n , para. i r observ a ndo l a re s pue sta --

del conejo y e l titulo de a nticuerpos. 

El titulo se s igue) por medio de Inmunodifus i6n ( ver Preparaci6n-

d e Ouc hterlony ). _ 



Prepara~ i6n de Inyecciones para Conejo~ (106). 

A. Prep a raci6n de Muramil Dip§ptido (MDP ) par a 10 inyecciones . 

Disolver 2 mg d0 MDP (ver Reactivo s ) en 500 VI de 820 bi

desti lada est@ril (1 ampolleta comercial). 

Se toman 50 ~l de la soluci6n de MDP ( 2 00 VI de MDP); Y se 

añaden 200 ~ g de Proteína 32 más 250 Wl de Aceite mineral comer

cial (ver React ivo s ). Posteriormente se mezcla con un homogeni 

zador hasta que se forme una emulsi6n. 

B. Inyecci6n con Adyuvante de Preund Completo. 

Tomar 200 ~g de Proteína 32 y agregar un volumen d e Adyuvan

te de Freund completo. 

Nota: Es conveniente que la proteína est§ disbelta en un pequeño 

volumen de buffer. 

Despu§s , agregar soluc i6n salina (0.15 t1 NaCl), para llevar 

a un volumen final adecuado (800 VI por ejemplo ). 

La mezcla se homogeniza como s e indici anteriormente hasta 

que se forme una emulsi6n. 

Nota: Las inyecciones con el adyuvante Muramil Dip§ptido se pre

paran al momento y las de Freund se pueden almacenar por 1 

semana a 4°C. 
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\ I UO }. 

De spu6 s de sangra do el con e jo, se deja l a sangre por 1 o 2 ho 

ras a temperatura ambi ente, para que s e forme e l co &gulo. 

Posteriormente , separar cuidado samente e l co&gulo de l as pa re

des d e l tubo con una esp&tula de me tal y se guarda e n el r e fr i gera

dor por 12 o 24 hrs para permitir la contracci6n de l co&gulo. 

Al d1a siguiente el s uero se decanta en tubos adec uados (Pa lean ) 

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 5S34). Cuidadosamen te e l suero se 

remueve por decantaci6n o con un a pipeta ~a~teur con la punta justo 

d e bajo del menisco. 

Si se requiere un suero muy claro, se repiten l a s c en trifugacio-

nes . 

~l suero despuªs de centrifugado , se guarda a -20°C , o c on mer

thiolate al 0.0001 % o az ida de sodio al 0.1% a 4°C. 
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Las p l acas sobre la s q u e se va h acer l a inmun04ifusi6n se l avan ] 

con nBS (deterge nte ) o con SDS a l 10 % y d espu é s se l a v a n varias ve-

ces con agua bides tilada , hasta que c o rr a un iformeme nte el H
2

0 sobre 

e l cri s tal. 

Las placas s e colocan en un horno por 10 min o a BODC . 

Pretratamiento. 

Colocar sobre la placa (con un a pipeta pasteur ) 2 gotas de aga -

rosa (Sigma) al 2 % disuelta en agu~ y rápidamente extender la con e l 

dedo para que quede un a pe11cula tra sparent~ y fin a . 

Nuevamente s e colocan l as placas en e l horno a BODC por 10 mino 

Posteriormente, se adic ionan 25 mI por p l aca o 5 mI por porta-

obj e to de agarosa Sigma (o agar noble ) a l 1 % d isuelta e n buffer PBS 

(10- 2 M P0
3

- 3 pE : 7. 5, 150 mM NaCl , 10 % glice rol). 

Nota: Hay q u e ca l entar la agarosa al 1 % y hacer una solución homo-

Esperar a que la agarosa solidifique y se fij e comp letamente. 
, 

Despu@s con un molde formar las cube tas e n la agarosa y sacar-

las de la agaros a con un a pipeta paste ur conectada a l vacío. 

Se ¡lena n los pozos con las muestra s , colocando 14 1[~- ,prime ro 

del suero a titular y después de 1 hr colocar el Antígeno (varía d e 

3 a 14 ~f) en el pozo correspondie nte . 

Guardar l,a placa forma da en un a caj a d e 102 x 140 m.m, c o nte ni en -

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

. gli,c ero l! 



La caja se coloc a po r 8 h~s a 37°C y luego se obs erva l a pre 

cipi t aci6n d e l complejo Anttgeno - Anticuerpo . 

GG 



J. 

" 

libres d e 23!~1\asa..:~ ( 105 ). 

A. Precipitac i6n d e An ticuerpos (I gG ) de l suero c o n sulfato de 

Amonio. 

Toda s l a s operac iones de la puri ficac i6n se realizan a 4°C. 

Se toma un volumen d e sue ro de conejo (20 mI son conveniente s 

y s e adici ona 1 volume n de buffer bo ratn s ' -3 
( O • 1 B BO 3 ,25 n1I'1 

t e traborato de sodio pH : 8.4, 150 mM NaCI ) y se ag ita l entamente 

por 15 mi no 

Poster i ormen te s e adiciona al suero diluIdo 1 volumen d e 

(NH4}2S04(40 mI) c oncentrado (saturado a tempera tura ambiente) 

gota a gota y muy l e ntamente con agitaci6n con s t an te. 

Pos t eriormente se dej a reposar por 6 hrs. 

Se centrifuga a 3000 rpm po~ 30 rnin en rotor SS34 ; se des -

carta el sobrenadan te (para obse rvar titulo) y la pastilla obte-

n~da se r e s uspende en un p e queRo volume n, de buffer boratos (8 a 

10 mI d e buffer son sufictentes )! 

La soluci6n se vuelve a prec ipitar, con 1 volumen de 

(~H412S04 satura do y se deja reposar por 3 0 mino 

Nuev amente se centrifug a (el sobrenadante se guarda para ti-

tulo); la pastilla obtenida se suspe nde en 5 mI d e buff e r PBS y 

s e pone a dializar 200 mI de buffer PBS, realiz a ndo 3 cambios de 

buffer durante 72 hrs. 

Despu6 ~ los anticuerpos s e guardan a -20 °C hasta su u so . 

.. 
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B. Fij aci6n de Anticuerpos (IgG ) a resinas de Proteína A-Sepharo sa . 

Se toman 3 mI de l suero prec i p itado y diaJ.izado y se llevan 

a un a concentraci6n de 20 mg/ml; se agregan a un tubo que contic -

ne 2 mI d e Protein a A- Sephar~sa (ver Re ac tivos) , para su prepara-

ci6n ) . 

El suero junto c on la r e sina se incuban por invers i ón l enta 

por 1 hr a 37°C. Después, s e d e j a Efé~¿!i·jl):ar l a res ina y se t oma 

el s obrenadan t e (fracci6n no retenida). 

La r esina se l ava 2 veces con 5 mI de PBS cada vez , d8scar-

t a ndo e l sobrenadante obtenido al sedimentarse la res ina; se lava 

nuevamente con un grad iente d iscontinuo de sal en buf fer PB (lO-2M 

-3 
P04 pB: 7.5) conteniendo 0.2 M NaCl, O. ~ M NaCl , 0. 6 M NaCl, y 

1 M NaCl respectiva~ente y r ealizando 2 l ' vados de 4 mI por cada 

buffer . 

La resina conteniendo lo s anticuerpo~ fijos y lavados , se 

trata 2 Veces con buffer PBS para equilibrarla y posteriormente se 

coloca en una columna previ amen te preparad a (p i pe ta Pasteur e sté -

¡-il) . 

Los anticuerpos fijos a la Proteína h - Sepharosa son eluidos 
I 

adici o n ando a la columna 10 ml de buffer citrato fosf a t o (Acido 

cítrico 52 mM, 25 mM Na 2HP0 4 pE : 3.0) y colecta ndo fr acc iones de 

1 mI. 

Las fraccion e s en d o nde eluyen los anticuerpos se identifican 

y cua ntifican por el método de Bradford; ' éstas r&pidame nte se jun-

tan y neutralizan adicionando 600 pI/mI de Anticuerpos de buffe r 

Tris HCl 2 M pE: 7.9. 



Se toma a11cuota para titulo y e l resto se dializa contra 

buffer PES por 24 hr s a 4°C . 

Después de la di§ lisis se ensaya titulo por Inmunodifusi6n y 

actividad de RIJAasas (ver Ensayo EN1\asas) . 

Los anticuerpos son guardados a - 20°C. 
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Electrofores is de prote ína s en qe l es de Po liacri l a mida-SOS - ' ---"'~-""-~-~--.---~--------~---

(Ge les en Gr a dien te ) (r-bdifi~ación L at:'llmiliJ 67 ). 

Los gel es se preparan en gradien t e continuo t e ni endo un a con-

c e ntrac ión del 5 % al 17 % de acril a mida. 

Se pre para una solución stock de acrilamida ~ l 30 % en peso y 

0. 8 % de N,N' bis-metile n- acrilamida en peso , disue lta e n H2 0. Po s 

t e riormen t e s e preparan las soluc iones de t ra bajo d e acril a mid a a l 

17 % Y 5 % agregando buf fer a una concentrac i ón final de buf fer Tris 

Hel 0.375 M pH: 8.9, 0.1 % SOS , 5 % g licerol , las soluciones s e mez -

clan suavemente y despu~s s e agrega tetramet il-etil e namina ( T~MED) 

... 3 
a una concentra ción d e 4 x 10 % final y p e r s ulfa to d e amonio 

( ;r; ec ;Cén prepa rado} al O. 02 % ;fina l para q u e la a cr il amida s e po I ime-

r.ize ~ 

~l grad~erte de g e l s e prepara med ian t e u n forma d o r d e gra -

dientes adicionando la acrilamida ( 25 mI de cada solución a p l acas 

d e vidrio d e 1 5 cm x 15 cm. Se coloca i nmedia tamente sobre el gel 

aan sin polimerízar isopropano l p a ra que e l gel qu ede uniforme e n 

toda su anchuralf Después de polimeriza~o el gel, s e retira e l 

isopropanol y se lava con H2 0 destilada la parte super ior del gel. 

$obre e l gel ~ormado, se adicionan 10 mI d e acrilarnida a l 5 % 

en buffer Tris Rel 0.125 M pH: 6.8, 0.1 % SOS conteniendo T~MEO y 

per s ulf a to de amonio, a la misma concen tr a ción que e n el g e l sepa-

rador. 
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Se coloca un peine el cUdl formara lo s carriles después d e q ue e l 

gel con centrador polimer ize. 

Las muestras que s e colocan sobre e l gel se preparan (por lo 

general) ad icionando a 15 yl de muestra (Proteína ) 5 ~l de buffe r 

d e muestra obteni@ndose un a concentraci6n fin al d e buffe r Tris HCl 

0.0625 M pH: 6.8, 2 % SOS , 5% ~ -mercaptoetunol, 10 % glicerol, 0.5 ¡J I 

de colora nte azul de b r omofeno l al 0.00 1% y 10 % glicerol final, 

es decir, s e adiciona 1/4 de volume n de soluci6n conteniendo 0. 25 M 

Tris HCl pH: 6.8, 8% SOS, 20 % S-mercaptoetanol , 40 % glicerol , y 

azul de bromofenoll. Desp ués la mezcl a se calienta por 5 min a 

ebul lic~6n. 

El buffer sobre el cual se c o loca e l g e l (buf fe r de electrodo 
. 

es Tris HCl 0.0 25 M pH: 8.3, 0.192 M glicina, 0.1 % SOS. 

Condiciones de corrid a 

Después d e he cho el g e l y colocado en una c§mara c on el buffer 

de corrida , éste se precorre por 2 hrs a 150 vol ts. 

Se aplica posteriorme nte la muestra y se COrre el gel primero 

20 min a 200volts, y luego a 150 volts hasta terminar la corrida . 

Terminada la corrida e l gel s e tiñe por 1 hr a temperatura 

ambi e nte con una solución conteniendo azul de Comassie (R250) al 

0.25 %, 45.5% Metanol y 9.2 % gCido acético. 

Se r e tira el colorante y se destiñe con una soluci6n (45 % me-

tanol,7.5 % gc~do ac~tico) por 1 hr, luego se l ava el gel contra 

otra SO l\ICi6n (5 % Metanol, 7 % gcido ac~tico) dejandolo aqui por 

12 hr s al menos, para obervar bandas definidas de polip~ptidos. 

NOTA: De ben usarse marcadores de peso molecular conocido. 



Lo s ge l es d e agarosa se emplear6n para separar por e lectrofo-

r esis mues tras conten iendo ácidos nucle i c o s (DNAyRNA ). La agaro-

sa se prepara disolviendo 1 9 d e agarosa Sigma tj_po 11 en 100 mI 

d e buffer E ('l'ris ' HCl 4 O mM pE: 7. 3, 10 mM acetato de sodio, 1 ml1 

EDTA) , conteniend o gl i cero l 10 % final. 

Se c a lie nta l a aga rosa a e bullici6n y se d e j a enfri a r a 70°C, 

posteriorme nte , se agregan 120 mI de l a soluci6n d e aga rosa a un a 

cámara de 21 cm x 14 cm y se coloca e n seguida un pe ine qu e forma 

los carriles sobre e l gel al sol idif icarse la agarosa . 

La muestra s e p rep ara adicionando a 50~1 de la soluci6n con-

teniendo e l ácido nucleico,5 ~ l de sacar05 a a l 60 % (p/v), conte-

ni e ndo azul de bromofe nol al 0.2 % (p/v). J 

Después <le sol id,if ;l·cado el gel, se rIt'C tira e l pe in e y se colo

can 40 ~l de muestra por c ada carril. Se ~orre a 120 volts por 3 

hrs a te~peratur a ambi ente o a 4°C de pre~erencia. 

Termin ada la corrida e l gel se coloca en un refractar io con-

teniendo 100 mI de bromuro de e tidio a una concentraci6n de 1 

g/mI disue lto en buffer E. 

El g el se agita suavemente por 30 m~n para que se tifia el 

ácido nucleico; de s~ués el gel se destifi ¿ por 30 rnin más en buffer 
I 

E. Se emplea luz U.V. en cámara obscura para observar las banda s 

de DNA. 
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Crecer un prccultivo de 5 mI d e E. coli Ura c il0 

dio minimo, conteniendo glucosa a l 2 % y 10 ~g/ml d e Urac ilo a 

37°C por toda la noche. 

Al día siguie nte , e l éul'-tj.VD ' se centrifuga a 6000 rpm por 1 0 

mi n a 4°C en rotor SS34 . 

La pastil l a d e ba cterias se lava 2 veces con 5 mI d e med io 

sin Urac ilo , centrifugando como s e indicó anteriorme nte y las 

bac t er i as se s us penden en 50 mI d e medio mínimo conteniendo como 

fu e nte de carbono glucosa al 2% y 1 ~<J/ml de uracilo . Se añade 

5 fJCi/rll de [3 H] Uracilo y las bacterias se crecen por 5 ge nera

ciones ( ~ 5 hrs) a 37 °C¡ después se l ava n las células 2 v e ces con 

me dio d e cultivo sin uracilo y se incuban nuevamente en medio mí-

nimo ( 2% glucosa) conteniendo 50 ~g/ml de Uracilo frío (casa ) por 

30 mj.n a temperatura ambiente (con el objeto de eliminar e l [38 ] 
RNA de vida medi a corta). m 

Se centrifugan las células (en las condicione s anteriores) y 

se suspe nde n en' 10 mI de EDTA 5 mM, agr.egando 100 )Jg/ml de lizosi--

ma ; se incuba por 10 min a 20°C, y poster iormente se adiciona SDS 

* 1 % fina.l, Proteina,sa K (200 J-.lg/ml final} y buf,fer Tris HCl 10 mM 

pE; 7.5, 20 mM NaC I; se vuelve a incubar por 30 min a 37°C (con 

el obj e to de dige r i r proteinas, en particular RN~asas). 

Se adiciona 1/10 de volumen de ,Acetato d e sodio 1 M, pH: 5.1. 

La mezcla s e calienta a 66°C¡ se agrega un volumen de fenol 
. . . . 

a 66° C que ha s ido saturado previame nte con ag~a bidestilada es-

t~ril, s e mezcla por 2 a 3 min y se enfrfa rSpidame nte en hielo-

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

.. 
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anu.n ente . 

Se ext r a e la fa se acuosa y s e repito la extracci6n fen61ica; 

seguido de un a extracción con 1 volumen de cloroformo: alcohol 

isoamilico (24:1 ); la fase a cuosa se transfi ere a un tubo corex 

y s e le agrega buffer ac e tato d e sodio 100 mM f ina l pD: 5 .1 y 2 

volGmenes de etanol al 100 %; se deja precip i t a ndo toda la n oche 

Al dra siguiente s e centrifuga a 12 , 000 rpm , 60 min , 4°C en 

rotor SS34. 

Se r e tira el sobrenadan t e ; la. pastJ~lla de [\:]RNA
r 

se s eca 

en (aire o y acio ) y se suspende en 1 mI de buffer acet a to de 50 -

di.o 100 mM pH : 5.1 y se almacena a ~20°C . 

*LaProteinasa K se prepara disolviendo la enzima en agu a bidesti-

lada est@ri l e incubandola 30 min a 30 u C; d espués se alma cena a 

-20°C. 

Nota : Toda s las operaciones debe n ser efectua das en las condi c io-

nes mas est@rtles posibles, es decir, so luciones esterili-

zadas( mate rial de vj:drio calenta'do a 180°C por 3 hrs. etc . 



Purificaci6n d e RNA polimerasa d e E . coli RNAasa 111 (1 ~ 

A. Preparaci6n del extracto celular crudo . 

50 g de b acterias E. coli K12 RNAasa 1 11 crecid as h as t a 3 

cuarta s partes de fas e l ogar í tmica (Abs : 0.7 a 590 nm), se conge -

l an a - 70°C has ta antes de u sar (ver crecimiento de bacterias 

E. co li K12 RNAasa 1I1-). 

Al us ar la pastilla s e fragme nta y se coloca en 150 mI de 

bu ffe r Grj~ nd i. ng (Tr;L s HCl 0.0511 pE: 7.9, .002 ~1 EDTA, 0.1 ml1 

DTT , 1 a1l.1 S-mercaptoetanol, 0. 23 3 M NaCl, 0.0 2 !1 Fenil-P1c til -sul-

fonil-flu oruro (PMSF) , 5% glicerol); se adiciona poster i ormen t e 

li zosima (0.13 mg/m l final). 

Las bacter~as son centri fugadas 3 min a 5000 rpm (1°C) en 

ro tor SS31 (aquÍ: la t emper a tlJr a aume nta de 2 'hasta 5°C). A la 

mezcla de bac~erias homogenadas se incuban a 4°C po~ 20 mino 

Se agrega desoxicolato de sodio al 0.05 % final y la me zcla 

s e c e ntrifuga a 500 rpm x 30 s eg (4°Cl en rotor SS34 y se incuba 

a 10°C por 20 mino Nuevamente la mezcl a de li sado bacter i ano se 

centrifuga a 500 rpm, 30 s eg , 4 P C, en rotor SS34 (Sorva ll). 

A la mez cla se le adicion a 200 mI d e buff e r TGED (Tr is HCl 

... 4 ,..4 
0.1 M pH: 7.9, 10 M EDTA, 10 M DTT, 5 % glicerol) y se agrega 

0,2 M NaCl, (concentrac~6n fin al ) y la me zcla se centrifuga a 

800Qr~m por 30 seg (4°C) en rotor SS34. Hast a aquí se tienen 400 

mI de extracto celular. 

El extracto celul~r se centrifuga a 8000 rpm por 45 min 

(4°C) en rotor GS3 (Sorvall nC-2B); elsobrenadante claro 5mbar 

y viscoso se colecta, obteni6ndose aproxiMadamente 346 mI de ex-

tracto. 



B. Fraccionami ento con Polymina P. 

Al sobrenadante obtenido a baj a vcloc i~ad se le adiciona l en

tamente un a so lución de Polymi na P al 10 %, pH: 7.9, hasta obtener 

una c on c entració n fina l d e aproximadamente 0.35 %. 

La me zcla se sigue agitando suavemente por 5 mi n ( 4°C ) y 

después se centrifuga a 6000 r:pm por 15 min ( 4°C ) en rotor SS34; 

e l sobr e n a dante se gua rda y se l e mide absorbancia a 280/260 nm. 

La pastilla obtenida se suspende en 200 mI de buff e r TGED + 

0. 5 LvI :tJaCl y se a g ita lentamente por 5 min, ev i tando l a fo r mación 

de espuma. Si h ay part1cu l as , és t as pueden ,ser suspendidas en un 

homogcnizador Doun ce de 100 mI. La soluci6n se centri f uga a 6000 

r:pm , 15 min (4°C) en rotor GSA y nuevamen te e l sobrenadante (0. 5 M 

NaC I) se des c arta . La pa s tilla se suspe nde e n 2QO mI de bu f fer 

TG ED + 1 M NaCl, agitando l en t ame nte por 5 mi.n ( las particulas 

s on r e su spendida s e n un homogen~zador Dounce ). 

La mez cla se centrífuga a 600Q rpm x 30 min a 4°C e n GSA, y 

e l sobre n a dan t e es col ec tado (197 mI aprox imadamen t e conte niendo 

la polimera sa em 1.0 M NaCl). A @ste se le adic iona (NE4)2S04 

sólido (35 g (NH4 ) 2S04 por 100 mI de sobren adante ) hasta dar un 

50 % d e sa turaci6n final. La mezcla se agita suyamente por 20 min 

y se centrifuga 45 mín a 8000 rpm (4°C) en GSA, descar t a ndo e l 

s obr enadante . 

La pastil la se di sue lve en TGED ha s ta obtener una conducti

vidad equival en te a la de bufferTGED + 0.1 5 M Na CI (se r e quieren 

aproxima d amente d e 100 a 150 ml de TGED. 
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C. Cromatografía d e DNA . ~ Ce lulosa 

Pre viamente a l a p urificaci6n d e l a RNA polimerasa s e mon t~ 

una column a de DNA- Ce lulosa d e 100 mI de lecho , equilib~ada con bu 

f fe r TG ED + 0.15 M NaCl . 

La mues tra disuelta y diluida en b u ffer TGED es puesta e n un a 

columna d e DNA - Ce lulosa , con un flujo de 100 ml/hr. 

Poster iormente, la columna se l ava con 500 mI de buf fe r TG~= 8 + 

0.15 1j NaC I, luego la RNA polimerosa se e luye con un gradiente linea l 

de NaCI (B1.lffers TGED + O .15 ~1 NaCl y buffer TCED 1. O 1" 1 naCI) . 

La actividad de la en zima (ver Ens ayo de actividad de RNA po li

meras a ), e luye e n una conce ntrac i6n d e 0.3 a 0 . 45 M NaCI. 

Se colectan l a s fr a cciones del pico y se dializ a n p o r 2 4 hrs 

con t~a 800 mI de buffer TGED + 50 % glicerol; l a e nzima se guarda a 

-70 D C Ca -20 D C si se req ut e r e estar Qs ando continQame nte ) . 

• 
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Ensélyo d e l\ctivi.dZld RNl\ pol ir!le rasa de r:. col i ( d·f · . ... .. ~ . ' -- -_____ __o ---__ .-_·_ =-=-= !tu l J.C élC JO n 

Burgess , 16). 

La act i v idad de la RNA polimerasa de E. coli se detecta de l a 

sigu i ente manera: 

Se t oma n 50 ]11 de la solución dond e se encuen tra la enz ima y 

se agrega n 6 0]A 9 de DNA de timo d e t ernera COletO t e mp lado; se in cu

ban por 5 minutos a 37°C para permitir la unión de la enzima al 

DNA. 

Después se agr ega agua hasta un volumen d e 90 ~l Y 39 ~l d e 

la mezcla de reacción que contie ne Tris HCl 50 mM pE : 7.9, 100 mH 

KCl, 8 mH M9Cl
2 , 0.1 mM EDTA, 0.25 mM DTT, ·1 mH ATP , GTP , TTP, 

2 . 25 mM d e U'I'P y 0. 2 7 jJN p}~J UTP (3 ~Ci por ensayo ) . 

La mez cla (1 25 ~ 1) se incuba 5, 15, 30 Y 60 min) i después se 

p a ra la 
. ..., 

agregando , 20 mM EDTA, SDS al 1 % final. Como reaC Clon 

c ontrol se us6 una mezcla de reacción sin DNA y otra sin RNA pcli-

merasa. 

La s mezc las d e reacción se precipitan en el tubo adic ionando 

2 volGmenes (250 ~l ) de Acido Tricloro acético (TCA) al 10 % (por 

10 rrün a. 4 PCY. 

La mezcla s e filtra en Whatman CF/C (y se enjuaga 2 veces el 

tubo con TCA al 5 %, se lava 2 veces el filtro con 5 % TCA y 2 ve-

ces con 98 % de etanol. 

El filtro ~e seca y se cuenta su radioactividad con liquido 

de centelleo (Tolue no t 5% PPO, 1.8 % POPOP). 
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,?íntes is de __ ~HJ'~de_ S~±_Q. ( Modificación Burc.:ress , 16 ). 

El [3 H]-CRNA se sinteti~a in c ubando 12 ~g de RNA polimerasa 

de E. col;" (2 50 pI) con 9.6¡.tg de DNA de SV40 (125 ]JI ) por 4 min 

a 37°C. 

Posteriormente se adiciona 300 VI de la solución (Mezcla de 

Reacción) conte niendo 50 mM Tri s HCl pE: 7.9, 100 mM KCl, 5 miVl 

MgC1 2 , 0.2 S m_TI1 DT'r, 1. O mM de cada uno de los nucl eó tidos ATP, 

GTP Y TTP, 0.1 m.M: UTP y 1 mCi d e [ 3HJ UTP (Activida d 23 Ci/mM:o l), 

y 500 ~l de H"O bidestilada estéril y se incuba por 90 min a 
¿ 

La reacción se detiene agregando 20 mM EDTA y 1 % SDS a con-

centrac ión final y 100 pg de tRNA de levadura y colocando el tubo 

a 4°C. 

Se realiza inmedi~tarnente una extracción fenólica a 66°C y 

se centrifuga a 1500 rpm, 15 min r 4°C en rotor SS34 (SORVALL); 

la fase acuosa superior se colecta y se le adiciona 2 volGrnenes 

de etanol absoluto , dejando toda la noche a -20°C. 

Al día siguiente e l c.RNA se empastilla centrifugando a 

10,000 rpm, 90 min, 4°C en rotor SS34, d escartando el etanol y 

s ecando el cRNA en un desecador al vac~o pOr 2 hrs. 

El[ 3H ]-CRNA se suspende en 200 ]JI de buffer Acetatos 100 mB 

pE: 5.1, y se almacena, en alícuotas de 50 ]JI a -20°C. 



Purifi cac i6n de Comple jo d e Transcripci6n de SV40 
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( 39 ) .. 

A. Obtenc i6n de minicrosomas de SV1 0 

Células de la linea CV1 (10
8 

cé lula s / ca j a ) son infectadas con 

viru s SV40 , a un a multiplicidad de in fecci6n de (moi . 10 ) (1 0 PFU/ 

célula.) (ve r infe cci6n f células y vj.rus ) . 

En gene ra. l 

lí 4c-J' t· . d . L '. ' lm l lna. 

l as células se ma rcan ya sea con [ 3H ] ti·mi.din i1 6 

Después d e 40 hr s post-in fecc i 6n l a.s cél~las son 

sa,cada.s d e inc ubac i 6 n y puesta.s a 4°C. 

El med io se retira y se lavan 2 veces con 5 mI de buf f er A 

(Tr i s HCl 2.5 m.r1 pIi: 7.9, 140 mJl Na Cl r 5 mH I~Cl( 1 mH Na 2HP0 4 ). Se 

retira el buffer A, s e a fiade 1 mI d e buffer A y con l a ayuda de un 

genda.rme se col ecta.n l a.s célu las. Poster i ormente , s e c e ntrifugan 
"i ~ 

5 min a, 3d oo rpm (4°C), en rotor SS34; el sobr e nad an te se d escarta 

y l as células son suspendidas e n 0.5 mi/ca j a de buffer hipot6n ico 

B (Tri s Hel 25 mM pE: 7.9, 2 ffiH EDTA , 1 mM D'I'T , 0. 2 mI1 PMSF). 

La. suspensi6n de c é lulas es colocada en un gradien t e dis con-

t1nuo d e Sacaros a (4 mI 0. 8 M Sac, 2 mI 0 .5 M Sac , 2 mI, 0.3 M Sac ) 

disuelta en buf f er C (20 mH Tris HCl pE: 7.9, 15 mM Na Cl, 1 m!·1 

D'I'T, 0.2 mM PMSF) , centrifugada a 600 rpm, 15 min ( 4°C ) e n rotor 

SS34. 

La sa.carosa se descarta y los nGcleos purificados se suspen-

BO 

den en 0.25 mI/caja de buffe r de extracci6n (10 mM Tris HCl pB: 7.9, 

0.2 mrvI PMSF, 1. O mM DTT) adicionando (des p ué s de r e suspender l os 

núcleos ) 0.4 M Na Cl final. 

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

Se vuelve a centrifugar 15 mi n a 10,000 rpm (4° C) en rotor 

SS34. 



El1 

El sobrenadan te eontenie~do l a cromatina viral se mantiene por 

corto ti empo a 2°C antes de u sarlo en reacciones de transcripción. 

Despu~sde l a transcripci6n (ver parte B la rea cci611 se detie-

ne con EDTA 10 n~ final, y tanto los minicrosoma s como los eomple -

jos de transcripci6n son pue s tos sobre un grad iente continuo de 

Sacarosa de 10 a 40;5' en 20 mM Tris HCl pE: 7. 9 , 0.4 ti Na Cl, 0.2 ml"l 

EDTA Y centrifugados 90 ruin a 49,000 rpm ( 4°C) en ro tor SW50.1. 

El gradiente es colectado y d etec tada l as fraccione s dond e s e 

1 1 . l " (" 1 t . [14 J' . . d . ) oca l zan e mlnlc r osoma marcaao ge n era men e con C Tlml l na y 

el comp lejo de Tra nscripción (generalmente marcado con [3 rl-UTP ) r 

contando la r adioact ividad en los mismos (Ve r resultados , Purifi -

caci6n d e Minicrosoma y Complejo de Trans~ripci6n de SV40). 

B. :.EE.~n~cripc i 6n de Minicrosom.as. ex t~a]:ª-~:~_Q,~ __ 2.§} u!as _~V 1 . 
1': 

180 ~l de cromati n a viral contenien¿ dp 6 a 8 ~g de DNA fue-
I 

ron incubados con 70 ]JI de mezcla de reacci6n teniendo 88 mM Tris 

HCl (pE; 7.91, 150 mM (NH4 )2S04f 2 m11 MnC1 2 , 1.7 m..."1 Drl'T, 1 ml1 de 

ca,di3, uno de los nucleót ,ido s UTP, ATP r GTP, 0.1 mM Crl'P y ]JM de 

[32 p ] CTP , por 70 min a 32°C. 

La reacción fue deten ida a 4°C adic~onando EDTA a una concen-

tración final de 10 mM. 

Los complejos obtenidos son puestos en un gradiente de Saca-

rosa. (Ver parte A) . 



10 ml de Sepharosa 4B SigmiJ. se l avan ext:8n,~ ivé'Jl1ente de 'lOa 15 veces con 

80 mM de trie t:anolamina pH : 7 . 9 , 0 . 2 H NaCI , 1.2 )Jg/ml de P 32 . 

Pos teriormente se montil una co lumna de 5 mIde volumen de lech o y de 25-

cm de altura , equilibr6n~01a despu~s con 3 volGmenes del buffer descrito -

anteriormente; esto se r~aliza antes de cada exper imen to . 

El flujo de la. columna se manti e n e por 300 pI /hr y se t raba ja siempre -, 

o 
a 4 c. 

Es muy importante no poner menos de 500 )Jl de muestra ni más de 900 , ya 

que la resoluc ión de l a columna no es muy satisfactoria . 
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RESULTADOS PARTE 1 , 



i. 

Resultados (e ): 

La d escripción de los r esultados (b ) ~uestran e l protocQlo 

s e guido para e l monta je de purificación de l c omp l ejo de trans-

cripción d e SV4 0. 

El [3~rRNA purificado (1" ig \3) se emp leó básicamente pa r a 

proba r la presenci a d e RNAa sas en todas nuestra s mues tras , 

bu f f e rs y mater i al b i o lógico empl e a do , como DNA, Ant icuerpos y 

Prote ína A-S e pharo sa (ve r Fig 9 ) . 
Se obtuv i e rón por cada preparación de ~~JrRNA aproxima da

me nte 1 mg , t e niendo §ste un a activida d e 3000 CPM/Wg . 

Lo s DNAs emplea dos fueron de c§lulas CV 1 y de timo de te r --

mera ; en e l ca so del primero l a c a ntidad q ue se ohtuvo vari a b a 

d e purificación en purificaci6n, lo mismo que el cRNA s i n t e ti-

zaoO in vit ro . 

La c antidad de c a da una de estas mues tras y su activ ida d 

e specíf ica se muestra en l a siguiente hoja . 

.. 



J\ctivicbcl Específica De Mllcstrus Obtenidas En El LélboT8torio . 

311 rRNA ..... .... . .. .. 2700 CP~1/1-1g . 

3H D~- Células 011" , 100 CPM/1-1g . 

14C DNJ\-Células CV
1 .. . 700 CPl-1/ pg • 

3J-] c"R,.l\JA SV40 • .•.• • • • • 2,500000 CP"i'IhJg . 

Cantidad De nuestras Clbtenidas De Algunas PrepQTilCiones. - ------ ---0::---------

De 20 mI . de suero total de conejo , se obtuvierón entre 30-35 mg ele 8nticUCllJOS 

puros y libres de RN.Aasas . 

11 
Se obtuvierón de 6 lts de cultivo de <p T 4 120 mI. de fago con un título de 2X 10 

fagos/ mI . 
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Result i'ldo s (b): 

Pa r a e l de sarr ol lo de]. objetivo de es t e proyecto, lo prime r o 

que se r eal iz6 f ue l a purificaci6n de la Proteina 32 (P
3 2

). La 

cua l se emp le6 b§sieame nte para l a p re c i pi t ación difere ncial de 

&cidos nucleicos de cadena s imple y poster iorme n te el mon ta j e d e 

purificac ión del complejo de transcr i p ci6n d e SV4 0. 

Se o b tuvo a partir de 100 9 d E c é lulas 3 0 mg de P
32 

a ltame n t e 

pura (Fig 5 ) por e l ec troforesi s. 

Después de probar que esta e s tuvie r a libre d e RlJAas a s 

(Fig{ ~) Y su p uri f i cac ión pos terior, se mont6 e l sistema para 

pre cip i,tar primeramen te DNA simple c'a d e na d e c é lulas CV l' em

pleando a la P32 y anticue rpos contra la : isma (previamente obte 

nidos y purifica dos e n el l a borator io) pa _ a formar comp l ejos lOs 
, ~ 

cuales se precipitaron pr ime r a mente con P ote ina A-Sep h a rosa 

(Fig(5) y después para evitar i ncluir a l a Seph a rosa e n nuestro s 

expe r ime n t o s ya que ésta puede arrastrar i nespec ificame nte a a].-

gunos c omponentes como DNA s e empez 6 a us ar un segundo anticuerpo 

para precipitar a los c omp l e jos fo r mados de Acido nucl eico-P32-

Anti P32 (Figtl). 

Poste riormente a l precipitar DNA s impl e cadena, s e trat6 d e 

precipita r difere ncialmén te a éste d e una 

[
14 :1 

doble y s imp l e c a dena , marc a dos con ~ 

me zcla que llevara DNA 

y rH] respectivament e , 

esto c o n e l fin de monta r un a metodolog i a para cuando se tuviera 
I 

una mezcla de ambos (como por ejemplo Minicromosomas de SV40 y 

RNl\ d e SV40) ' (Fj.glg ) y Fig \6) . m 

Despué s de monta r este sistema se precipit6 cRNA de SV40 

(ver Hater ial y nétodos ) comO e n el caso del DNA de céDulas CV1 

BG 



empl e ando Proteína A-S epharosa y e l dobl e anticuerpo como acarrea-

dor para precipi ta r los comple j o s . (Fig'¿o y Fig '2\) . 

No obstante la idea central es tratar de purificar el 1 % de 

comple jo de tra nscripción y separa r lo de l r esto d e minicromo somas 

(99 %) que s e encuentran e n u~ a c~lula in fec t ada con SV40 en p e -

riodos tardios de infecci6n. 

Para lo cual después de pre cipitar el cRNA ell un bue n por

c e nta j e ( ~ 80 %), se incluyó en un a mezcla [3 p] cRNA y ~4¿] 
Minicromo s omas SV40 , tratando d e p r e cipit a r a l cRNA diferencial -

mente (Fig13 ). Aqui el porcentaj e máximo d e precipitaci6n que se 

alcanzó f ue del 20 % para e l cRNA; experimentos subsecuente s tra -

tando de aumentar este porcen taj e (experime ntos no mos trados ) 
, 

solo s e obtenía un 25 % cuando máximo . 
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Figura 2-. PERFIL DE ELUCION DE LA COLUl-'I)\T " DE DNA-CLLULOSl\. USAW\. 

PARA PURIFICAR PROTEINA 32 . 

~t 

La crornatogra fta se ll e v6 a c abo corr se describe en Mate-
I 

rial y Métodos, con un flujo de columna de 47 ml/hr. Fracciones 

de 6 mJ. fu e ron colectadas y a 1 mI de cad a fracci6n le fue me -

dida su absorbancia a 280 nm y multiplicada por e l vo lume n de 

c ada f racc i6n. 

l · , 
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Figura 3 y ~. CRONATOGRAFIA DE COLUMNA DE' DEAE --CELULOSA y 

FOSFOCELULOSA . 

Se llev6 a cabo como se d e scribe en Mater ial y M€todos . 

Para la figurR A, al1cuota s de 6 ml f ueron colectada s con un 

flujo de columna de 44 ml/hr y 34 ml/hr para l a columna d e 

fosfoc e lulos a, . 

Post e riorme nte a 1 ml de cada fr~cci6n l e fu e medida su 

absorbancia a 280 nm y cuantificada posteriorme nte proteína. 

Se muestra la absorbancia total de cada f racci6n. 

~lO 
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Fig ura 5. ETAPAS OC PURIFICACION DE PR~TEINA 32 EN GEL EN 

GRADI:CNTE DE AC RILNlIDA. 5 % ~ 1 7 % (ver Ma ter ial y 

Método s ) 

En 1. Se mu es tra un li sado t otQl de ~ac ter ias r. Qoli BE' 

2. lisado despu6 s de q uitar resto s celul& 'es , 3. extracto d e s 

pués de remover ribosomas , 4. fr acci6n el~ ida e n columna d e 

DNA-Celulosa en 0.6 M NaCl r 5. fr acci6n c o lumna DEAE-Cc lulosa 

eluida eri 0,2 M NaCl , 6. fracci6ri P3 2 de Fosfo-Celulosa , 7 . mar 

cadore s de polipépt idos de peso mol ecular, 9 4 ,000 6 , 67 , 0008 

A.lbGrnina, 43, 0 00 6 ovoalbGmiea, 30,000 6 Pepsina, 2 0,000 8 , 

~-lactoglobulin a y 14,000 6 liso zima . 
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Figura~ . ENSAYO DE T;LTUJ-lO De l\NTICUEEPOS pon UJ.HUlJODIF'USION 

(VER TECNICA OUC HTERLONY ) . 

A.. 14 ]11 d e anticuerpos fuerón colocado s e n lo s po zos peri 

f§ric os en e l siguiente orden. 1. Suero d e ' conejo , 2. IgG-anti 

P3 2 p r ecipitados con (NH4)2S04 ' 3 . 2a. Precipi tac i6n d e IgG

anti P32 c on (NH 4 )2 S0 4 ' 4. 19G- a nti P32 eluic.os de column a Pro

teína A-Sepha rosa, 5 . Anticuerpos dia l izados y liofili zados li 

bres d e RNAas as , 6. Suero blanco . 

1 hr despu6s se colocar6n en e l pozo central 760 ng de P32 

(2 ~l) Y se p uso a incubar e l g e l a 37°C por 8 hrs. 

B. Se muestran an ticuerpos antt P32 despu6s d e purifi cado s 

par columna de Prote ína A7Sepharosa (la inmunodifusi6n se r eali -

26 al mismo tiempo q u e A)~ 
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Figura 7. PURIFICACION DE ANTICUERPOS ( 1.NTI-IgG de Cona jo ) POR 

PROTEINA A- SEPHAROSA ( v er Material y Métodos ). 

Anticuerpos fijos a l a columna de 2 mI de l echo se e luyerJn con 

buffer citrato fosfato pH : 3 . 0 con un flujo d e 2 ml/nr col ectando

fracciones de 1 mI . 

Pos teriorme nte 10 ~ l de c a da fracción se t omaron y se c ua n tificó 

la prote ina por medio de Bradford , cuya absorbancia es l a mostrada

ver curva patrón d e Bradford para cuanti ficación de proteina ). 
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PURIFICACION DE ANTICU ERPOS ( ANTI-I g G de conejo) POR 

PROTEINA A - SEPHAROSt\ 
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Figura 8. PURIF ICl-'.CION DE ANTICU ERPOS POR PROTEINl\.-A·· SEPHAROSA 

( ver Materia l y M&todos ). 

Anticuürpos de cone j o Anti-P
32

) desp~~E de fijarlos a 2 mI d e resina 

se l avar6n y se e luyer0n co n un gradiente discont inuó de Na CI d e 0.2, 0.4 

, 0.6, Y 1. 0 M de NaCI en buf ffcr PBS , pH : 7 . 5. 

Pos t eriormente l a colu~la se equilibr6 con buffer PES y se e luyer .n los 

anticuerpos con buffer citrato-fosfato pll:3.0 con un fl ujo de 2 ml/hr co-

l cctando f r a cciones de mI. 

Despu~s 10 ~ l de cadn fracci6n se tomarun y se cuantific6 la proteina -

en l a s mismos por Bradford . 

La absorbancja del ensayo d e Pro t e ina es la mostrada ( ver curva patr6n 

para cuantif icaci6n de prote ina ). 
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Ensayo de Activ1dad de RNAasas en Anticuerpos contra P
32 

y 

Proteína l\-Sepharos a . (Perfil es de gradientes de Sacarosa). 

3.6 ]Jg de [3Hl-rRNA (10,üOO CPM) (16S, 23S) se incuba m.n 

por separado con 50 wg de Antl-P32 y con 100 ]JI de Proteina A

Sepharosa por 20 min y 2 hrs a 37°C en un volumen de 1 50 ]JI 

ajustado con buffe r 'Tris Hcl 0.01 H pE: 8.1, 0.005 M EDTA, 

0.05 M NaCl. Posteriormente las muestras con Proteína A-Sepharo-

sa, se centrifugar6n 1 min en eppendorf y el sobrenadan te al 

igual que las muestras de incubación con Anti-P 32 se colocar6n 

en un gradiente de sacarosa de 10% aJ. 30% en buffer Tris Hel 

10 InM pH: 7.5, 0.01 % SDS, 5 x 10- 3 M EDTA, 0.05 M NaCl y se 

centrifugó a 49,000 rpm, 3 hrs, 22°C, en rotor SW50.1. 

Posteriormente fracciones de 125 ]JI fuer~n colectadas por 

el fondo del tubo y puestas en papel Whatman 3M .... M. Los fil tras 

se secarón y se lavarón 5 v e ces con 5% TCA y 2 veces con 96% 

etanol; nuevamente se secaron y colocaion en viales conteniendo 

5 mI de 11quido de centelleo (Tolueno, 5% PPO, 1.8% POPOP) para 

determinar radioactividad en los mismos. 
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\ 0 . ESPECTRO DE A,J3S0 RCI O)'J DE DNA DE Tn~O DE TE RNERll. 

" 

El DNA previamente purificado (v e r M ~ t e rial y Métodos ) y 

desnatural~z a~o po r cal o r para est ima r s\~ p ureza se l a r e alizó 

u n espectro d e absorciGn . 

1 ml de ~;0 1uci6n de DNA, t e::; niendo 40.5 lJg e n buff e r TE se 

010 c6 e n un a cubeta d e cuarzo d e 1 ml y se le midió la absor -

ancia e n la s l ongitudes de onda i ndicadas en la figur a . 



:::1 1. 5 r
U 
Z 
<C 
(D 

OC 1.0 · 
O 
U) 
en 
<! 

0.5 

o 245 255 265 275 285 
LONGITUD DE ONDA (nm) 
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Figura 11 . ESPECTRO DE ABSORCION DE t-RNA DE LEVADURA . 

El RNA de Levadura Calbiochem ( ver Reactivos y Aparatos ) I Y 

( Mater i a l y Métodos ) ( previamente purificado ( por medio d e 2 extrac-

ciones fenólica s ) se l e estim~ su pureza p or medio d e un espectro de --
8(. 

absorc i ón. 

1 ml de solución de t-RNA conteniendo 44 ~g disuelto en 11
2

0 bid8stil~ 

da esteríl se colicó en una cubeta de cuarzo d e, 1 ml. y se l e midió la -

absorbancia a l as longitudes d e onda indicadas e n la figura . 
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ESPt,:CTRO DE ABsr~PC I ON DE t - P~\lA DE 
LE t1DURA 
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Figura 12. CURVA PA'fRON PAH;Z~ CUANTIFICACION DE PROTEINA . 

Concentraciones crecientes de Albúmina d e suero de bovino se 

tomarC,n y se a j ustaron a un volumen de 100 ¡JI con soluc i ón 0 .1 5 M 

NaCl, poster i ormente se l e adicionar0.' 5 mI de :r.eactivo de Bradford 

y l a solución S8 mezcló . ~ 

Después se midió cada uno de los tubos a 595 J TI , utilizando corno 

blanco 100 ~ l de 0.15 M NaCI + 5 mI d e reactivo Bradford y se calcu 

ló la recta de regresión correspondiente. 
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Figural~. 

[3~ rRNA extra ido como se descr i b ió en Mater ial y M~todos 
se sedime ntó a trav~s d e un gradiente de sacarosa del 10 % a l 30% 

en buffer Tris Hel 5 mI1 pH: 7 . 5, 5 mM LDTA, 0.1 % SDS, 5U mM 

NaCl, con c o l chón de sacarosa a l 60%. Ce ntrifugando en tubos de 

5 mI a 49 ,0 00 rpm, 4.5 hr s , 22° C, en ro tor SW50.1 . 

Fracciones de 125 ~ l se colectaron por el fondo del tubo en 
~ 

pape l ~'Jhatman 3HM. , los papeles s e secaron y se lavaron 5 v eces 

c o n 5% TCA, y 2 veces con 96 % de etanol por 5 min c ada lavado. 

Posteriormente los pape l es se secaron y coloca ron en viale s con-

teni e ndo 5ml d e líquido de c e nt e ll e o ('I'olue no, 5 % PPO, 1.8% 

POFOP ) para con tar la radioactividad e n los mi s mos. 
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~ . ~nsa yo d~.J\ctivi~~d~de~!3_~~~~as cont am.in ante~~~32 ante s 'Z. 

despué.~_ge _pasar . poyo Seph ag e x G- ;O (Pc rf il d e l grad .iente de 

Sacarosa ) 

10.5 }lCJ deI\l].-rRNA (31 ,000 CPM) (Ss , 16s y 23 s ) se incu

b a ron con 50 )1g de P32 por 7 5 min a temperatur a ambiente en un 

volumen de 150 )11 a justado con buf fer Tri s Hel 0.01 M, pH : 8 .1, 

BOTA, 0.00 5 M, 0.05 M NaC l . Pos t eriorITe nte l a mezcla se colocó 

e n un gradient e d e Sacarosa de 10 % al 30 % en buffe r Tris HCI , 

- 3 10 mM, p H: 7.5, 0.01 % SOS, EOTA 5 x 1 0 M, 0.05 M naCI y se 

centrifugó a 49,000 rpm, 4.5 hrs, 22°C e n r otor SW 50 .1. 

Po s t er iormen t e fracci ones de 125fAl fu eron colectadas por 

el fondo del tubo y colecta das en p ape l Wh atma n 3MM. Los filtros 

tueron secado~ y colocados en viales conteniendo 5 mI de liquido 

de centelleo par a determinar la r adioactividad . 

11 0 
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Figura\ S . PRECIPITACION DNA DE CELULAS CY1 con P 32 , ANTI-P
32 

Y PROTr::INl\ A-SEPHAROSA. 

3 ~ g d e [3 H] DNA-CV
1 

(3000 CPM) d e f ~bl e c a d e na a simple 

c a d e na f uero n i n cuba dos po r s eparado con ~:on centrac ion e s c re -

ciente s de P 32 por 5 min a t e mperatura a~0 i ente, adicion a n d o 

d e spués 150 w] d e ant:i: P32 por}(,g de P32 e incubando po r 15 min 

a 37°C. 

Se adicion6 después 5 ~l de Proteina A-Seph a rosa y se 

ajust6 el volumen a 500 ~l con buff e r PES, 
I 

por 30 min a 37°C. 

incuba ndo nuevame nte 

Poste riormente cada tubo se centrifug6 1 ~in en eppe ndorf 

y la p a stilla y sobren a dante se coloc6 por s e parado e n papel 

Whatman 3~.L!'1, secándolos y colocándolos despué s en vial e s conte-

niendo 5 ml de liquido de centell e o (Toiueno, 5% PPO, 1.8 % 

POPO?) . 

11 2 
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Figura 16 . PREC IPITACI ON DE DNA DE SV40 DE DOBLE Y SH1PLE CADENA 

CON SUERO BLANCO CONTROL . 

3 )'9 d e [ '4CJ DNA simpl e cadena; 3 "9 ~HJ DN' Y 3 "9 f4~DNA doble ca

d ena fu e rón i ncubad os 8n tubos por separado con cO!1centraciones creciente!'-;-

d e P32 ' e incubados por 5 min a t cmperarura ambiente , adicionando d espués 

150 Wg d e a nti - P por Wg de P e i ncuhando por 15 min a 37
0

C ó 150 Wg de 
~ 32 32 

y-gIo~111i~ós de cone j os no inmuni zados contra la P32 ( Suero con tro l ) pa-

r a 1 114 J e L C DNl\ 
sc 

. Los compl e j os form ados se prec ipitarun adiciona ndo 1. 2 wl "d e Prote ína A-

Sepharosa por 30 .0 Wg de I gG, a j ustando e l volumen él 200 Wl con b u f fer PBS-

e i n cuband o nuevame nte por 30 min a 37
o

C. 

Los tubos se centrifugarun poste riormente mln e n c e ntrífuga eppendorf -

y e l sobrenadan te y la pastilla se colocar"n por s epar ado en papel Wha tman 

, '. 
3MIv! , secando l os inmedia t mTl8nte i y l a r a d i oactivi d ad en los mi s mos se cont~ó 

coJ.ocando e l pape l en via l es que contenían 5 ml de l íquido d e c e nte lleo ( -

Tolue no, 5% pro , 1. 8% POPOP ) . 

'J 14 
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F i g u ra\1. PRECIPITACION DNA-CV1 CON P32 , I gG ANTI P 32 Y ANTI

IgG. 

'J 16 

O . . S )..1g de [ \1J DNl\-CV1 ( 3 000 CPM ) se i ncubaron con 3 ].1g de 

P32 por 5 mi n ~ temperatura amb i ente ~o steriormente se adicionar6n 

600 fA.g de Anti-P 32 lps de P32 y se incub6 por ,15 min a 37 °C . 

I nmediatamen te s e adicionaron c oncent racione s crecientes d e 

a n ticuerpos de chivo c ontra conejo (Anti - IgG ) y se ajustó el vo-

l umen a 1 50 ~l con buffer PBS e i ncubando por 1 hr a 4°C . 

Los complejos fo r mados se precipítar6n c en trifugando por 1 

mi n en eppendorf, y e l sobrenadante y precipita do obten ido se co-

l o có por separado e n pape l ViTh a t man 3NN y se contó , ,, la radioacti-

vidad en l o s mismos c oloc§ndo l os en v i ales qu e c on t iene n 5 mI de 

liquido de c e nte ll e o (To lue no , 5 % PPO , 1. 8% POPOP ). 
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co,~ ~32 Y Anti-P 32 

3 flg de [3HJ ADN (3000 CPH) simp l e cadena y 3 flg de f14c] 
.DNA (2000 CPM ) doble cadena fu e ron incuba dos con conc e ntraciones 

crecientes d e P32 por 5 min a temperatura ambiente. Adicion a n do 

de spués 150 ¡¡g de Anti cuerpos contra la P32 por l1g de P 32 e incu

bando nuevamente por 15 min a 37°C . Posteriormente los compl e jos 

formados se precipi t aron adiciona.ndo 1.2 jJ 1 de Prote ína. l\-Scpha ~~o s a 

al .100 % por cada 30 flg de Anti-P
32 

m&s buffer PBS hasta completar 

un vo J.umen de 200 Wl e incubando 30 mi n a 37°C . 

Despué s los tubos se c entri fug aron 1 min en eppendorf a t erJpe-

ra.tur a ambiente~ y colocando por separado e l sobrenada.nte y la 

pastilla en h'hatman 3t-1I'-1. 

Posteriormente los papeles se secaron y se contar.JJ1 en viales 

que tienen líqu ido de centelleo (Tolueno , 5% PPO, 1. 8% POPOP ) 

los cua.les se ponen en un cont a.dor d e centelleo para medir la ra-

dioa.ctividad en los mt smos . 

.. 
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PREC;PITACION DIFERENCIAL DE I~DN SV40 DE DOBLE Y 
SI ~J1 PLE CADENA CON P32 Y Ani'i P32 

'~~~ ________ ~~~ __ ~~ ________ ~~ __ ~ ____ ~ __ ~ .. . wn =xq 

o 
~-
> t 

~ 100, 
O 1 

~ 80~ 
<l:"f ! 

. ,.::: 60 1. 

o.. r --U -
L¡J . 
D:: ' 
0_ 4~1.-

¡ 'V 

~ o 

w 

~ IOO~ o~o ~o_-~o -1 
f~ 80 Ir',' e .. ('1)~Q~-P'H],C.oNdcSV40 
ffi ~, 
~ 60 ' , 

Z rr G 
L:J 4".1(- "-

~ 20L [14C] ADNscSV~ /® 
> l e ~ , 
~ O ' ;' "' ~ /' 
r) O o. o I.v l.::> /¡, 14" 
~ PROPORC¡ON P32//~DN Ctig) /' L1<1.t]ADNscSV40 
o ~ 

,,..,J~ 
J1' ,. 

/ 
/ 

G 

I 
I 

2°1' ~ ,/ . [3Hl ¡~DNdcSV40 v ___ ~ . .,; 

- O ---=-=w_==." ,,-o -=-=--... -==-"""'" """'""'""""'''"'''''' .... "'''''' ...... ..,,,,= ... Q ..1 . 0-0- _ __ l - . -_. - - ! r:-

O oh " 1.0 1.0 O . 
f r""'\\QPO '''''''''-¡O:;'" fí'''), Ir; D~~ ( '\ '-' ~,."'" ~ ~ • • • " . ·1 ~ N ~ \ , , • ~ ... '. ; s ("~ ~ 

1 ~ ! ,; n ~ ~.J y a'~ ~ :<~. ';t, ; ~...::!) ! . ¡ \ ' " • .• , l.,) b' 
~4(,""" R ... '" 

- . : ,." 

\ .... .~ 



Figura 1 ~ . PATRON DE SEDH'iENTACION DE cP.NZ\ DE SV 4 O ( 'yTR HA'I'EIU1\L 

y HETODOS ) . 

El [ 3J{}-cKN1\ de SV40 preV:tamente sintetizado se colocó en 

un gradiente de sa carOSd para est imar su t ama fio . 

200 }ll de [ 3H ] -cm'JA sintetizado pe,r 30 min y 90 min se colo

c aron por s eparado en un gradiente de s acaro s a d el 10 % al 20 %, 

c on c o J.ch6n de sacaros a al 60% (700 Vl ), c entrifugan do 35,000 

rpm, 5 hrs, 4°C , en rotor SW40. 

F~accione s de 400 ~l fueron colecta das por e l fondo d e l tubo 

y él.lícuotas de 2 0 VI se tomaron y coloc,":!,:con e n papel ~\'hatman 3MH 

y la radioactiv idad en los mi smos se dete rminó coloc §ndolas en 

viales cont e nie ndo 5 mI de liquido de centello (Tolue no, 5 % pro, 

1 ~ 8 % POPOP)~. 
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F igu:r a 10. PRECIPITACIOH DE HJ-CRN}\ SV4 O CON ::? 3 2' l\NTI P 3 :2 

(CONEJO) y PROTEINA A-S EP RARO S1\.: 

2 ng de [ \ 1 ]-CRl\JA (3 000 CPM) se incubaron con concentracioliC's 

c:reciente s de Prote5'.r:.a 32 por 'S min a t emperatura ambi e nte . Poste-

riormen te se adicion6 600 ~g de Anti-P 32 po r c ada conc e ntrac i6n 

de P32 ensayada e incubada por lb min a 37°C. Después se adicion6 

60 ~l de Proteina A-Sepharosa al 100% y se ajust6 el vo lumen final 

a 1 50 ~l con PBS, incubando nuevame nt e por 30 min a 37°C . 

Los complejos forma dos (o cRNA p:recipitado ) se prec i pit6 

totalmente y centrifugando 1 min e n epbendorf a temper a tura am-

biente. 

El sobrenadante y la pastilla s e colect6 y se puso por se -

parado en Whatman 3~~ y la radioactividad en los mi smos Be cont6 

.colocándolas en viales conteniendo 5 mI de J.iqu ido de centelleo 

(Tolueno , ~% PPO, 1.8% POPOP). 
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Figura l..L 
2 in de [\J:-CRNA (3000 CPM) f14J 

junto con 3 ~l g d e L: GJ-mJA 

d e SV40 (2000 CPM) se incubaron con concentraciones crecientes 

de P32 como se muestra en la figura por 5 min a temperatura am-

biente. Posteriorme nte s e adicion6 600 ug de Anti-P 32 por ug d e 

P32 y se incub6 por 15 min a 37°C. Despu§s se adicion6 400 Ug 

de Anti-IgG y se aj ust6 el volumen a 150 Ul con buffer PBS in-

cubándose nuevamente por 1 hr a 4°C. 

Los complej os formados (o cRNA precipitado) se prec i pit6 

totalmente centrifuga ndo 1 min en eppendnrf a te2peratura am-

biente. 

El sobrenadante y la pastilla se col ct6 
1 

por separado y 

s e coloc6 · 1 en pape l Whatman JllI1. 

Los papeles se s ecarbn y se lavarun 5 veces co~5% TCA y 2 

veces con 96 % etanol. 

Nuevamente se secaron y se colocar6n en viales conteniendo 

I 
5 mI d e lfquido de centelleo (Tolueno , 5% ppo, 1.8 POPOP) para 

contar la radioactividad en los mismos. 
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F i gurall. PATHON DE SEDIMENTACION DE CROM..Z\.TI NA VIRAL. 

(VER MATEIUAL y METODOS ) . 

1 50 )J I (130,000 CPM ) de s olución d e ~~inic:(oHlosomas . [
14c] 

s e colocaro n e n un gr adiente c ont~nuo de sacarosa d e 10 a 40 % en 

buffe r Tris He l 20 mM pE; 7.9, 0.4 M Na Cl , 0.2 mM EDTA , c o n col -
ti. 

ch6n d e s a c arosa al 60 % y centri f ugado s 9 . min a 49 ,00 0 rpm 

(4 °C) e n rotor SW50.1 . 

Fracciones de 200 ~l se col e ctarón por el fondo del tubo y 

alicuotas de 20 ~ l s e tomar6n de cada una de ella s y colocaron 

en papel Wha t man 3MM. Los pape ¡es se s e c a r6n y se lavarcin 5 vece s 
. ( 

con 5% TCA, y 2 veces con 96 % eta nol . Se ke car¿n nuevame nte y s e 

colocarcin en viales conteniendo 5 mI de liquido d e centeJleo 

(Tolueno , 5 % PPO,1.8% POPOP) paTa dete rmina r la radioactividad 

en los mismos . 
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Figura ~~. PRECIPI'1'AC ION DE UNA MEZCLA DE [ 3II } CRNA Y HINICROMO

SOMA CON P 32 -AN TI P 32 (CONEJO ) y ANTI IgG (C HIVO) . 

2 ng de [3 HJ-CRNA (5000 CPM ) y ~prox imadamen te 350 ng d e 

Minicromosona d 8 SV 4 0 (1 000 CPN) se ;i.ncubaróm junto con conc eiJ -

traciones c recientes de Proteínas 32 por 5 ~in a t emperatura 

ambiente . 

Se adicionó después 600 ug d e Anti-P 32 y se volv i6 a incuba r 

por 15 ~in a 37°C . Posteriormente se agreg6 400 ug d8 An ti-IgG, 

S8 ajust6 el volume n a 400 ~l c on buffer PBS y se incubó po r 1 

, 

Los c ompl e j os form ados se prec ipi t a~on centrifugando 1 min 

en eppendorf. El sobrenadan te y pre cipitado se colocó por separa-

do en papel Wha tma n 3M},1 y la radioac tividad contenida en los mis-

mas se cont6 como en lo s ensayos ante riores. 
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PREcrPITACION DE UNA r\r1 EZCLA DE Er]-cRNA y MINICROr~~ OSOi\¡lA 
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Fi.9ural~. 'PA1'RON DE SED I MENI'IICro¡.¡ DE [ 3H J . 
MINICROMOSOHAS y [ 32 p ] C0I1PLEJO DE T!0"\N SCIUPCI0N DE 

SV4 0. (VER lffiTERIAL Y METOnO S ) . 

250 VI de l a mez c la d e transcripción se co J.oc ar~n en un gra-

d~erlte igua l emp l eado para la sedimenta ci6n de cromatina viral y 

se cen t rifugó de la misma manera que los min i cromosonas ·solos . 

Fracciones de 250 VI se colec t ar¿n pqr el fondo del tubo y 

alicu,o t as de 2 O V 1 se to¡qa~()n y COloca ;(ón ., en pape 1 vJha tman 3fm , 
v.:: 

se secaron y se l avaron 5 veces con 5% TCi c onteniendo 5% de pi-

~ofosfato, y 2 vec e s con 9 6 % de e t anol. 

Los papeles se secar6n y se les determinó S\1 r ad i oactividad . 

Se muestra en l a figu ra 

d a . ' -: -. 1.'--.,-{}. PH] DNA SV4 O; 0':"-0 

la r a dioactivi dad por al í cuota t oma-

CMP inc orporado . 
I 

NO TA : Los corchetes muest r a n l as f r accion Js q u e se jun t aban pa r a 

la r e alización de la p r ec i p itac i ón d el Complejo d e Tran s-

cripc i ón v i ral (ve r Re sulta dos Parte 11 ). 

1.30 
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De b s fr.:lcdones de 05t.:1 colun1ll.a , se tomaron 2011 1 y se cont -::l1 ~¡J1 por ~ 

ccrenkov. 

En la h <;;ura se muestran las cuen tas totales para cada fracción, 

~2p:-{ El pico donde se encuentra l a mnrca radioactiva L: ~ ( Comple jo de ~ -

Transcr ipción, o mejor dicho colas de mRNA nacie1l tes ) se observa que comigra 

con l a marca de eH] que corresponde a l minicroJ11osoma ; il1cl icio que l as colas 

de HJ'JA noc:Í.cntes se encontr.:1ban en estas condiciones pegadas al minicromosoma . 

-132 
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RESUL'rI\OOS ( Pl\RTE JI ) 

Int entos de Purifi cación de Complejo de Tra nscripción Vira l d e SV40. 

1. El complejo d e tra n~3 cr ipc ióll junto c on e l minicromosoma ( ver Fi g ura 24 ) 

se tomaron realizando l a uni.'ón d e fraccione s de l a 11 a la 16 y después me z-

clandol as 3 v e ces eil un tubo Fa l con con una rn icropipe t a d e mI . 

Poste riormente s e t omó una alícuo t a d e 20 1 Y se cont6 la radioactividad

para estima r la cantidad de cprl de [ 3H] y ~2p ] . 

[ -. 
Alí cuo tas de 200;.\.1 d e es t a unión de f rac cione s , ( :00 CPM d e 3I:J y 4800-

[-"~2 I * 
CPIv! de .- ~J ) s e :LrJcuba ron con 190 ng d e P 32 por 5 min a t emperatura mn--

biente . I'osteriorr;;en t e se adicioni1ron 100p.,g Y 300¡.t~ de A11ti-I' 32 e n tubos p o r 

separado e incubarld o por 15 min a 37
0

C , despue s se aditionó 400p.y 800,!l..g d e-, -

Anti-- I g G d8 chivo en los tubos dond e se a g r egó lSq. y 300r ... g d e Anti -,P
32 

re spe~ 

tivaJn8nte , a j usta ndo e l volume n poster i orme nte a 400/~1 con buffe r PBS e jncu 

o 
bando nu e vame nte por 1 hora a 4 C. Los complcjoE: fo r ma d os se pr e cip ita r:.Jn - -

centr i fugando 15 seg en una c8ntr ífuga ep p e ndor f. 

El prec ipitado y 8 1 sobr cnadante se t omaron por esparétdo y se co l ocaron --

en pap~ l Whatman 3~U1 para contar l a radioa ctividad en los mismos : 

( Not a : En es t os experimentos y en l os subsecuent8s las CPt1 fu e réin no TCA --

precipitab l es ). 

* CPM contadas por Ce r enkow ( ver apéndice A ). 



~ 

Se uso de control un tubo sin agregar P
32

; a demás se incluyó un tubo con-

teni endo el dobl e d e P32 ( 380 n0 ) y de anticuerpo s . 

El resultado obtenido en este exper i mento y l os 2 subsiguie ntes se mues- -

tran en l a tabla NO .1 

Exper irnen to 2 . 

EJ. Co:nple jo de transcripción fue ai.:;I a.Jo ue I é:l iU:LSlI1él. lllanera qu e e n e j. ex-

perimento an t erior ( Figura 24 ) f Y con e l fi n de a l argar las cadenas de 

mRNl-\ nacie ntes d e estos compl e jos , se realizó l o siguiente : 

Se tomaron 2 50p.l de complejo de trans cr ipción vira l y s e pu s i erón a - 

diali zar contra 8 0 mM de Trietanolamina pE: 7. 9 por 30 mi n a 4
0

C. Pos t erior -

ment~e s e agregaron 100p.g de P 32 Y se inc ubó por 5 min a 37
0

C e i mned iatamen-

t e se co l ocaron en una co l umna de Sepharosa 4B ( v e r J.later i al y Mé todos l e -

quilibrada c on 80 mM d e Trietano lamina pH : 7 . 9 , 1 , 2 g/mI de P
32 

' 0.2 M NaCl 

o 
manteniendO un f luj o de 300 l /hr ( La columna d ebe de estar a 4 C l f Y se co 

l ectaron fr a cciones de 250p1) ( ver figu ra 2 5 l . 

Se juntaron l as fra cciones de l a 4 a l a 7 y se ~czc1ar6n suavemente . 

Una vez más se tomaron a lícuotas de 22:}'\I..1 de esta u nión de fr accc iones -

y se l es agregó Ant i - P
32 

y nnti-IgG , como e n e l éxper i mento anter ior , ajus

tándose el volumen a 45~.l, con buffer PBS . 

Los compl e jos formados se precipita l Jn centri fugando por 15 seg e n una --

centr í f uga eppe ndorf ¡ y ambos , e l sobre n adan te y 0 1 precipitado se l es de ter-

minó s u radioactividad como en e l experimento ante rior . 

El r esultado d e es t e expe~imento s e mues t ra e n l a tabla No. 1. 

Exper i men to 3. 

El tercer intento de purificLlc ión del compl e jo de Transcripción de SV40 , 

se r ealizó de l a mi sma manera q ue e l exper ime n to No.2; con l a dife rencia d e-

136 



f . 1 ti . que l as .raCClones e . uldas en l a columna ( Figura 25 ) , se juntaron y se t~ 

maron alícuotas d e 225;;..1, agregándoles Anti-P 32' Anti-IgG , y además 2 ng d e 

cRNA exógeno, ajus tando e l volumen a 45C)A.l con buffer PBS ( 0.2 1'1 Na Cl ). 

Las incubaciones con los an ticuerpos fueron id6nt i cas como en los cxperi~ 

mentas anteriores . 

El resultado d e este c~pcrim8ntc ~c mU2stra en la t abla No . 2 . 

Hay que hacer notar que el cRNA exógeno agregado se esperaba qu e p recipi-

tara , ya que, es t e a l me nos- se h abía logrado precipitar e n experimentos ante-

riores . 

1 37 
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Tabla No.1 
PRECIPITJ\ClO\J DE CO~' lPLEJO DE TR/\NSCRIPCION VIRAL DE S\h10, 

SObrCl1éldante Precipi tJdo. Sobrcnadante Pr ecipitJdo 

100% 0% 100% 0% 

2 100% 0% 0% 0% 

3 100% 0% 0% o ~ 

4 100% 0% 30,0% 19. 0% 

ExPcrjmcnto 2. 

Sobrenadantc Precipit.ado Sobrenaebntc Precipitado 

0% 0% 0% 0% 

2 0% 0% 8,46% 0% 

3 0% 0% 0% 

4 0% 0% 0% 5, 8% 



Hay que hacer notar que en ambos experimentos e 1 y 2) no se observó 

que nrecipi t ara absolutamente nnua dcÉ
2¿} además eJ e que el porcentaj e de --

cuentn s cli sl'ünulél considerablemente y se perdían; prObtlbleJ11ellte se queclélba al 

go de material pegaclo a los tubos d~ rcacci&l. 

C ... r"; +.,-o¡ .... 
V J \""I..l- .J.. 

de materia l en los tubos, así como también 11:,,-xlifiGlr a ] ,zunos det alles en el -

protocolo del cX1Jerimento ( Ver Discusión y Conclus iones ). 

Del tercer experünento poclemos observar , Tabla NJ . 2 que t ampoco preciri tó 

~)'/ [3.-:1 
el complej o de tTanscripción marcado con [-lj Y que e l l-UcR\1A agregado exó-: 

gen8J:1Cnte t ampoco precipitó; además de que se percho ffi3S del 90~ de cRl'IA en -. 

este experimento. 

Se requiere al igual que en los otros experi.11lcntos anter iores mod ificar 

el protocolo y usar cantidades más grandes ele l materia] hiológi co usado ( ver 

Discusión y Conclusiones ). 
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Experimento 3 . 

Tabla No . 2 

PRECIPITACION DE CO'1PLEJO DE TRfu"JSCIUPCION VIRAL DE S\14 0, 

% Precipitaci ón. 

Sobrcn:;démte Precipitado Sobrcnadantc PTccipitado 

100% 0% 100% 0% 

2 100% 0% 0% OC¡ 
. 0 

3 100% 0% 0% 0% 

4 100% 0% 36% 0% 

Sohrcn ~ld :mte Precipitado 

1 0% 0% 

2 0% 0% 

4 7 . 5 ~) 
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DISCUSION y CONCLUSIONES 



1. - Se 10gr6 precipitar d e ma nera diferen c jal primeramente DNA s i mple c adena 

de c&lul~s CV de DNA doble cadena . Estó nos di6 la pauta de que era factihle 
1 

separa r d e una me zcla , Scidos nucle icos de cadena simpl e ( a l menos DNA h asta 

este punto ensaya ndo en liqu ido ( Fig 15 ). 

Con e s t os resultados y por las referen c ias qu~ se teni~n empezamos a mon-

tar la metodolog ía para precipitar DW\ de SV40 , y a qi.lC como se saLe es m5.s --

p equefio y tiene me nos siti~s de uni6n a la P
32

, ad e mS s de que ~ste seria e l-

DNA que se tendría e n l a mezc]a al t ra t a r de purificar al Comp l ejo de Trans-

crip c i6n vir a l de SV40. 

2. - Por otro I Cldo en los siguie ntes expe rimen ·tos empezarnos a usar anticucr---

pos de c hivo contra IgG de cone jo , ya q ue la Prote rna A~Sepharosa es muy gra~ 

de y por e nsayos h ':chos en paralelo observarnos ('[ue precipitaba ine specifica··-

men te al mi n icromosoma de SV40 ( resultados no ~ostrados ). 

3 . - El porcentaje de precipitaci6n que se tenia en los pr i meros experimentos 

era un poco b ajo ; esto es del 60 al 80 % ( Fig 15 Y Fig 16 ) , pero despu6s -

a l empezar a u sar el 20 . anticnerpo , el r e ndimiento aumento h c.:sta un 100% , -

para e l CilSO d e DNA de célul a s CV
1 

( Fig 17 ). 

4 . - La precipitaci6n dife r encia l de [3HJ-DNA simp l e cade na y [1 4J DNA do- ·-

b l e cadena ( F' i g -:8 ) , nos dió el resultado par a empezar a trat ar de preci-

p i t ar el cRNA d e SV4 0 F ya que e l porcentaje de prec i p i taci6n para este exp~ 

80%. r i me nto fue c asi el 

5.- El [3H] - cRNA s intetizado in vitro se u s6 para prec i pitarlo solo y con 

DNA d ob l e cadena d e SV40 , ha c iendo notar e n este punto que este RNA es de di 

f erenles tamaiio s ( Fig 19 , con secuencia por l a cua l n o t odo ( 100 % ) iLa-

a precipi tar , asi como tnmb i 6n , y a que se t ien e e l conocimien t o que l a P
32 

-

t .ienc, m c~nos afinidad por éste , n o era 16gico espcr.J.r un 100 9,-, de prec i p i ta---

Ci.Óll ( F .i 9 20 Y 2 1 ) e n e E;tos e xperimentos . 
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t' 
Ca b0 menciona r aqul qu e dada l a baja afinidad d e la P32 por el cRNA, era -

n ecos ario mantener una concentraci6n mínima de P32 al~cdedor del ~cido nu-- -

cléico , para que ésta no S9 éiespelJara' ó büm de qu, ', hubiera un r ecambio r ápi:. 

do d e P
32 

del ácido nucleíco al dominio de P3 2 qu e s e encorltraba en l as c c r-

canías de éste , esto con el fin de que siempre hub iera algo de P32 p~gi1da al 

RNA. 

En este p ar de experimentos usando Prote rn a A- Sepharosa en u n c aso, y en-

otro pre cipitando diferenc i almente el cRNA de un a mezcla jWlt o con DNA doble 

cad ena y u ti li zando ademá!o e l doble anticuerpo p ara precipitar l os c omp l ejos 

formados , se 10gr6 precipita r de l 7 5% en e l p rimer caso ( Fig 20 ) Y e l 62% 

e n el segundo c aso ( Fig 21 ) . 

Es de observarse claramente que e n el 20 . experimento precipita un 15 % --

menos RNA que en e l primel: e;~perimento -~, consecu,,"Dcia que atribuimo s a l a c on 

c entraci6n d e dominios de ácidos nucle i cos con r especto a l a P
32 

alred e dor -

del cRNA . Esto siempre es de esperarse ya que a l incrementar la concentraci6n 

d e &cido nucleico , la proporci6n r e lativa P
32

/ §cido nuc l oico dismj.nuya , a-

p esar de q u e l a P • no se p egue al DNA de doble cadena y por l o t a nto la con 
3;¿ 

c e ntrac i 6n de l domin io de P
32 

alrededor del RNA disminuye . 

6.- Se r ealizar0n difer entes pur i f i cacion es d e minicromosoma de SV40 y se 

mez c l aron con cRNA de SV40 p ara prec ipitar difc r e n c ialmente i'l este últ: imo y-

t e ner las condicione s más cercana s e n l as que se trataría d e purificar a l 

complejo de tra nscripci6n viral . 

Para este ~xperiment6 ( Fig 23 ) so l o s e 10gr6 p recipitar un 20 % d e cRNA-

y a pesar d e que se incrementó' l a con centraci6n de P
32 

no a ume nt6 e l porc~n 

taj e de pre cipitación ( haciendo hincapié e n es t e punto que la máx ima c oncen 

trac i6n d e P
32 

u s ada en este ensayo no es un exceso para la cantidad de anti 

cuerpos usada para precipitar la ). 



No s a b emos exactament e iJ. q ue sp d ebe esto y s i el d ominio de P :"\ 2 a lre d e dor 

d e l cRNA está extrerIlCldi'lnt r; n t e r ed ucido; o s i h a y a l gún factor inh ibit.or io e n -

e l ex·t:r.acto donde se encu c"ntra e l mi nicrOrnOSOllli"l d e SV40 qu e impida la p rec i-

pitaci6n d e l cRNA . 

Con estos r e sulta d os se prob6 despu~s que J.o s anticuc :r.pos no se une n al -

mini cromosom~ , y lo m5s proba bl e qu e es t~ o curr i e ndo, es q u e d e bido al tamA 

rí o tan g rande que t: i eno e l minicr omosoma es t o:r.be de a J <]uIla man erCl p a ra q ue-

no s e p e gue l a P32 al RNl\ 6 no permita la formaci6n d e l os c ompl e j os RNA-An-

ti-P32 - l\nti -IgG , y q u e e stos se pre cipite n . 

Esta última hip6tesis p Odria t a l vez d escartarse si se hic i era \ln e xpe ri -

me nto e n e l cua l s e agregar a un exceso d e P
32 

y de cada u no de l os ant i cuer~ 

pos , mante niendo e XCl c t amente l a r e l ac i6n q ue se us~ e n t odos l os ex~er imen--

tos anteriores , con 0 1 fin de q ue h aya s i emp:r.e bas f ante P32 al:r. cdedor d e l RNA 

y que todo este precip i t e a l agregar los d o s a nti cuerpos . 
,,", 

7.- En b ase a estos resultados y pensacdo s i empre ? 11 ) a pllr i f i cac i 6 n de l --

comp lejo d e trans c r i pci6n de SV40 ( ver Hesu l tado s Parte 11 ) , se t omó e l -

minicromosoma de SV40 y se incubó' con [ 3¡Q -cRNA y p o s t e r i o rme n te con P 32'

agregando est~ mez c la a una cólumna de Seph a r osa 48 (v er Mate ria l y M~todos ) . 

El re s u l tado de este e xperimento no s e mues tra ,. p e ro d e s p ues de sacar el-

1 . . d J J . b 1 1 . cRNA con e mlrllCr0)l10S oma e _a c o _umn a e lnc u 'ar _os con antlcuerpos ( Anti-

P
32 

Y Anti-IgG ), se obse:r.v6 que no pre cipit6 absolutamente e l c RNA , h echo-

que no 

mezc l a 

pudimos explicar 

d e [31~ - cH.Nl\ y 

to t a lme nte ya que como se dijo ante rio rmente e n una-

114cJ -~1inicromos orna , e l primero precipita al meno s -

un 20 %. Este resulta do p u ede exp l icarse porque !despues d e s a lir d e ,la 

columna el cRNA se e n c u e ntra e n me nor cantidad , al i gua l que el minicromos o 

ma , :'; y , la r e l aci6n P
32

/§cido nucleico a~mente . Ocasionando tal vez la-

p6rdida d e alg unos t a mAfios de RNl\ que si prec ipitaban antes ; sin embargo es-

tá exp 1 icaci6n n o e s muy 16g i ca pe:r.o n o en c ontramos otra h asta e l momento. 
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8 .- Con l o que respecta a la parte 11 de Rcsul tados { p odemos dec i r qu e se n~ 

ces i tan inCre1l1entar l as concentracion e s de P 32 Y de anticuerpos , para poder-

p rec i p itar al comp l e j o de t ranscripc ión v iral. 

Menciono és to, ya que los Anti-P3' d ebldo al b a jo título 
2 

1 : 4 ) que pr~_ 

sen t an n os son un fa ctor limitantc p ara poder i ncrenmentar la P
32 

e n gran --

En estos experimentos ( Tabla 1 y Tabla 2 ) n o era d e espe rarse abs o luta -

mente que pre c ipitar a el C7V , p ero se intentt' realizar varia s veces , ya que 

en l os d emás experimentos se es t _uv o t rabajando con c ENA . En el C'lV se er..--

c uentra a l me nos e n su g r a n mayoría un tamafio homog~nco de colas de RNA . 

Se está trabajando actual ment e para probar diferen tes tamaños de colas de 

RNAm en e l CTV , p ara descartar l a posibilidad d e que este sea un factor li-

mi i~ante f as í c omo también estamos ana liza ndo el pos ible efecto inhibidor de -

l a mezc l a de l gradient.e donde obt_c nemos e l CTV y e l t él_maño de C'IV como posi -

ble impedimento es tér ico para l a formac i ón d e comple j os estab l es entre el --

RN1,- P 32 Y los anticuerpo s usado s . 
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l\PE~'rlTr.E A ¡\BRE'VIATURt\S . 

Cer enkov - Son l as cuentas por minuto contadas sin liquido de centelleo; el 

contaje es directo en e l apélTato. 

CPM - Cuentas pOI' nJÍnuto. 

C. L V. - COJTlplej o de t nmscTinc ión v iral. 

D11'. - Di tiotrei tolo 

EDTA. - ELilen di?mino tetraacético , 

Forks Sen los sitios en donde se va Teplicando el D0!A. 

Bis . Cepa }l1',Jtante deficiente en producir his tic1ina. 
, 

Linkc;r . - Pequeí'\a IJOrción de D¡~A de pocos p3res de ba scs C solo 200 pares de 

hases anroxÍl'léldamente ). 

Lu z lJ.V. tuz ultT3viol eta. 

~~i. ~ Mu]tiplicid~J de infección . 

-9 
ng: ,.. )l a,nQgr;~!110s ::: J Q g . 

PEG, - Polietilen gljcol, 

P!'1S~. - Phen:il-pletil , sulfonil fluoruro I 

SDS. Dodec il suLfato de sodio . 

r Sm . Cepa mut~lI1te r es i s tente él estr eptomicj,na . 

Splicin.r;. - t-~adllr~lci6n de R't\V\ s . Son los cortes que tiene ' un PJ'V\m que es pre-

cursor de otros R!'[i\s mns pequeños, 

Ura -. - Cepa mut:lllte elehci ente en proc1ucir uracilo . 

p. b . - mires de In ses. 
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