ESCUELA NACIONAL DE ESTUDIOS PROFESIONALES
IZTACALA

PURIFICACION DEL COMPLEJO DE REPLICACION

DE SV40 MEDIANTE EL USO DE LA PROTEINA 32

DEL BACTERIOFAGO T4 Y ANTICUERPOS CONTRA
ESTA

T E S I S

QUE PARA OBTENER EL TITULO DE
B | 0 L 0 G 0
P R E S E N T A

ENRIQUE |I. MIRANDA PERALTA

Mexico, D. F. 1986



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



A MIS PADRES,..

El presente trabajo estd dedicado
especialmente a mis padres, sin -
euyo apoye no hubiese gido posible

la realizacidn del mismo.



El presente trabajo se realizd bajo la direccidn y -
asesoramiento del Dr. PATRICIO GARIGLIO VIDAL.

Profesor Titular y Coordimador Académico del Dpto. de
Genética y Biologfa Molecular del Centro de Investigacidm ¥y
Estudios Avanzados del I.P.N.



Un especial reconocimiento para la Dra. Annick Chestier
y el M, en C, Alejandro Garcia por sus comentarios y sugerencias

durante el desarrolle de la presente tesis,



Me siento muy agradecido com la Q.F.B. Consuelo Rodriguez
¥y la Biol., Edith Garay, las cusles se hicieron cargo del mante-
nimiento y sumunistro de las células eucaridticas utilizadas -

* durante el presente trabajo.



He de expresar mi gratitud hacia el Biol. Pedro Chaveg
por su apoyo en la parte de microscopia electrdnica, y tambien
hacia Rogelio Alonso, Rocio Zamorano, Marco Antonio Meraz, -
Luz Ma, Rangel, Prancisco Campos, Floriberto Miguel y Ma. ILuisa
Esteves por su asistencia técnica en el laboratorio.

En generel estoy agradecido con los integrantes del labo
retorio # 24 asi como del Dpto de Gendtica del CINVESTAV-IPN -
que de cuelquier forma me spoyaron durante la realizacidn de -

éate trabajo.



Les agradesco a las siguientes personas sus comentarios
¥ correcciones al manuscrito del presente trabajo: M. en C. -
Sergio Vaca, M. en C. Sergio Gonzalez, Biol. Martha Salcedo,-
Biol. Ramon Victor Moreno y Q.B.P. Bulmaro Correa.



Este trabajo fué apoyado en gram parte por el Consejo
Nacional de Ciencia y Tecnologfa, No. de Registro 44618 y -
Proyecto CONACyT "ElL Minicromosoma de SV40 como modelo de -
estudio de la Pranscripeidn y la Replicacidn de la Cromatina
Bucaridtica"”.



RESUMEN

Los mecanismos implicados em la replicacidm de los cro-
mosomas eucaridticos aun mo son bien entendidos. Los virus ami
males representan sisfemas modelo muy Ytiles para el estudio -
de tales mecanismos, pero se tiene que lograr la purificacidn
total de los cromosomas activos en replicacidn para caracteri-
zar a las protefnas que permanecen unidas a esos cromosomas ¥
damostrar su funcidn en la replicacidn del DNA. En éste traba-
jo se describen las bases de un método para lograr la purifica
cién total de complejos replicativos de SV40 que han sido par-
cielmente purificados en un gradiente de sacarosa. El método -
consiste en un sistema de inmmunoprecivitacidn con anticuerpos
y protefns 32. Se montaron las condiciones dptimas de concen -~
tracién, temperatura y tiempo de incubscidn para la protefna -
32 asf{ como para los anticuerpos. El porcentaje mdximo de -~
precipitacidn obtenido fué de un 60-70%.
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INTRODUCCION

A nivel bioldgico, el estudio de los organismos vivos he
conducido a tres grandes generalizaciones: (4) La teorfa de la
evolucidén por seleceidén natural segun la cual las plantas y anj
males de hoy derivan de los primeros organismos rudimentarios
mediante un proceso continuo y evolutiwo; (F) La teorfa celular,
es deeir, el reconocimiento de que todos los orgsnismos estén
constituidos por células; y (C) La teorfe cromosdémica de la he-
rencia, la cual plantea que la funcién de los cromosomas es 1la

de controlar la herencia.

Actualmente estd bien establecido el concepto de que toda
la informacidn necesaria para el funcionamiento, el desarrollo,
la adaptacidn, y la perpetuacidn de los organismos estd almace-
nada en los cromosomas, y que éstos sonm moléculas de DNA. Ademas
se ha confirmado que los cromosomas se encuentran divididos en
unidades mée pequefias a las que e ha denominsdo genes, siendo-
éstos considerados como la unidad fundamental de informacidn -~
biolégica (1).

En general, el flujo de la informacidn genética va desde
el DNA, a través de la produccién de RNA (transcripcidén), hasta
la sintesis de protefnae (traduccidén). Los productos de la ex-
presidn genética determinan estructuras y actividades celulares
que permiten la organizacidén de los organismos vivientes (1,2).
Esta informacién contenida en los genes, habrd de ser preserva-
da a travée de las generaciones en las diferentes especies, con

lo que se 44 el evento de la replicacién del DNA.



En los organismos procaridtes, los cuales tienen la ca-
racter{stica de presentar solamente un cromosoma, el evento de
la replicacidn results de le interaceidén de une proteina reguls
dora con una secuencia de origen en su DNA, y estd directemente

en funcién del medio ambiente (3).

En las células de los organiemos eucariotes, la ecuestidén
es mucho mée compleja debido a que en éstos organiemos existe -
una mayor cantidad de material genético (Pig. 1), hay una sepa-
racién f{eica entre la transceripcidn y la traduceidén, el DNA se
encuentra acomplejado a protefinas y RNA formando a la c¢romstins,
¥ existen fenomenos asociados a la diferenciacidn. Ademéds, 1la-
informacién genética de éstas células estd contenida en varios
cromosomas,y el genoma cogpleto tiene que ser replicado preeisg
mente una vez por cada divieidn celulsr, surgiendo la incégnita
de como es regulado el acto de la replicacién del DNA a través-
del ciclo celulsr (3).

ESTRUCTURA DE LA CROMATINA.

Las proporciones relativas de los componentes de la cro-
matina, y su estructura, dependen criticamente del método de --
eislamiento asf como del tejido de origen (43. En promedio, 1la
relacidén entre las protefinas y el DNA es de 2:1. El contenido -
de RNA es menor al 10% de la masa de DNA y comsiste principal--
mente de cadenas nacientes asociadas al templado de DNA, Las —-
protefnas de la cromatina se dividen en histénicas y no histéni

cas (3)0



Pg. 1. BEn ésta micrografia electrénica se aprecia la enorme
osntidad de material genético que contiene tam solo uno de los

oromosomas (ein histonas) de una célula eucaridtica (47).






Las histonus son protefnas bédsicas sue r: encusntran en
la miama proporcidn (peso:peso) al DN4i, y una de sus caracte--
risticas es gue estédn ampliasente conservadas en todns los eu-
cariotes. Las histonas H3 y H4 (ricas en arginina) eetén entre
las proteinas més conservadas em la evolucidén, mientras que lae
histonas HRPA y H2B (ricas en lisina), aumgue conservadas, pre-
sentan ligeras variaciones interespecfficas en sus secuencias,
Por su parte, la histona HlL es muy varieble entre las especies

e incluso entre los tejidos (1,3,5).

Estudioe tanto de microsconfa electrdnica como bioguimi
cos, muestran que la cromatina estd orgenizada eam unidades es-
tructurales que compactan al DNA y se repiten regularmente --
como "cuentas de collar®”, A tales unidades se les ha denominado
nucleocsomas, los cuales contienen aproximadsmente 200 pares de
bases de DNA asociado a un octédmero de histonas que consiste -
de dos copias de cada una de las histonas H2A,H2B,H3 y H4. E1
DNRA nucleosomal puede ser dividido en dos regiones: el DNA -~
central ("core”) con una longitud invariable de 146 pares de -
bases (que se enrrolla en el octémero de histonas dandole dos-
vueltas); y el DNA eslabdn (“linker") que puede variar en lon-
gitud desde 8 hasta 114 pares de bases y al cual se encuentra-
asociada la histona H1 (1,3,4).

La secuencia de nucleosomas regularmente espaciados .
orgenisa a la cromatinea en una fibra de aproximadamente 100 A
Esta fibra de 100 A se puede enrrollar en sf misma dando ori--
gen 8 1la fibra de 250 i, 12 que a su véz se enrrolla formando-

los cromomeros, y éstos al empacarse ain més, forman el cromo-

e



soma metafdsico (1,3,4).

Las protefnas no histonas son un grupo bastante hetero-
@éneo de protefnas acfdicas, constituyendc al memos 150 espe--
eies distintas, con pesos moleculares que oscilan entre 15,000
& 225,000 daltones (en el caso de las histonas, £stas oscilan-
entre 1¥,000 a 23,000 daltones). Cerca del 50% de las no histo
nas lo forman protefnas estructurales tales como alfa y beta-
tubulina, actina, miosina, troponina y tropomiosina, Entre el-
2 y ol 4% de las protefnas no Risténicas son protefnas que re-
conocen secuencias especfficas em el DNA. Entre las protefnas-
restantes, se encuentrar mucleasas, metilasas, fosforilasas ,-
DNA y BRNA polimerasas, protefnas del grupo de al¢s movilidad -
(EMG), ubiquitina, nuclecplasmina, proteasas, y tal ves muechas
enzfnas nés (1,3,4).

En general el material cromoedmico ha sido dividido en
dos clases en base a observaciones citolégicas durante el cfclo
celular. la cromatins que sigue un cfclo, wariando de un esta
db extendido em interfass 2 uno condensalo en mitosis se llema
eucromatina, la cusl representa entre el 2 y el 20% del DRA, -
estd constituida principalmente por le fibra de 100 i,y es ries
en protefnas no histénicas y en secuencias que forman parte de
la poblacidn del RNA mensajero. Y la cromatimas que se mantiene
condensada en interfase, conocida como heterocromatina, que es
t& formada por la fibra de 250 4 y es pobre en protefnas no --
histénicas. Esta heterocromatina a su véz, incluye dos tipos -
de material: la heterocromatina constitutiva, que se encuentra
siempre condensada en las distintas eélulas de um organieio lo



calizada em zomas bien definidas de los cromosomas (bandas C),
carece de genes estructurales, comtieme secuencias altamente -
repetitivas (DNA satelite), y se replica tardfamsnte en el --
perfodo S; y la heterocromatina facultativa, que contiene se--
cuencias de DNA que en otros tejidos o célulss estén presentes
~ como_ eucromatina, es inaotiva en su expresién genética, no for
ma parte de las bandas C, y tambien es un replicador tardfo en
el periddo S (1,3,4,6).

Entonces la estructura de la cromatine juega un papel -
iaportante en la expresidn de los genes. Ahora bien, comn es -
que son mantenidos los estados de condensacién y descondensa--
cién de la cromatina durante la replicacidén de los cromosomas,
sin que se altere el patrdén preciso de expresién genética que
caracterisa a las oflulas de oada tejido, a través de la divi-
siém celular? (3).

BEPLICACION DE LA CROMATINA.

La duplicacién del DNA es generalmente un proceso comple
jo que involucra um conglomerado de actividades enziméiticas, y
que actualmente estd mejor entendido en los organismos procarip
tes gragias a los estudios im vitro de algunos de los componen-
tes purificados, y su implicacién in vive por el efecto de las-
nutaciones en sus respectivos genes. Sin embargo, en el caso de
10s organismos eucariotes, los conocimientos son mucho més limi
tados (Pig. 2) y la mayoria de ellos se¢ han obtenido por varias
téonicas a partir de sistemas in vitro (3,5,6), contandose hasta



Fig. 2. MNodelo de un tenedor de replicacidén eucaridtico. Existe
2l menoe una evidencia de cada uno de los componentes presenta--
dos, sin embargo la verdadera estructura del tenedor con todos-
sus éomponentos es ain desconocida (7). ED-Prot., proteina des-
estabilizadora de helice. «x-Pol., DNA polimerass o, Iig-I;, liga

sa I,
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hasta el momento con la prasencis de algunas mutantes en leva~
dura, raton, y virus sv40 (7,17,55).

Estudios de autorradiograffe y de microscopfa electréni
ca han revelado la presencia de varios replicones a lc largo -
de cada cromosoma eucaridtico, 1o que hablarfa de una secuencia
especifica de origen distribuida en wvarios puntos de cade cro-
mosoma (3,7,8). Si la distancia entre cada replicén esté entre
100 a 200 kilobases, en un genoma de mamifero (haploide) debs-
rfa de haber entre 20,000 a 30,000 secuencias de origen, y és-
ta secuencia podrias ser un miembro de uma familia de secuencias
repetitivas. Sin embargo, el orden preferenciel de iniciaeién-
en varios sitios implica una regulacién, lo cual sugiere la -
presencia de sefiales dUnicas de origen en ol DNA. As{ por ejem-
plo, la heterocromatina representa un replicador tardfo duran-
te 1; fase S, aunque &sto tambien podrfa considerarse como una
consecuancia de su estructura mée condensade, y no necesariamen

te como une asociacidén con un simple tipo de secuenmcia (3).

En el gendma mitocondrial y del virus SV40 existe un --
¥nico origen de replicacién (Pigs. 4 y 5) de cerca de T5 pares
de bages (7,9), y en el caso de éste ¥ltimo, se sabe que se re
quiere del antigenc T para que dé inicio la rgplicacidn de su-
pNA (7,9,10,11,12,13). Ademés, se sabe que ésta proteina tam—
bién estimule la sintesis del DNA celular, aunque su preciso -
mecanismo de aceién es aln desconocido (7,9,14,15). Adicional-
mente, en el ceso de Adenovirus se ha encontrado que una pro--
tefna de origen celular denominada factor nuclear 1 se une es-

pecificamente a su origen de replicacidn, y se cree, que la --
gscuencia reconocida por éste factor en el DRA de Adenovirus -
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Fig. 3. DNA de SV40. a) Minicromosomas visuélizadoa medisntse

la técnica de Duboohet (49), x 90,000, b) Hinicromosoma emn el

cual se aprecia la regidn desprovista de nucleosomas ("gap“},y
en la cual se encuentra el origen de replicacién, x 180,000.-

¢) DEA de SV40 sin proteinas preparado segin la técnica de --

Kleinschmidt (50), x 90,000. (Chavez P., Garoia A.).
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estd tambiénm presente en la célula (16).

Respecto a la sintesis del DNA, se ha encontrado que es
bidireccional y de tipo semiconservativo (Pig, 2), gquedando adn
en debate si &sta procede de manera semidiscontfnua (con frag--
mentos de Okazaki ¥Unicamente en uno de los brazos del temedor =
de replicacidn), o si es totalmente discontfnua (con fragmentos
de Okazaki en ambos bragos del tenedor de replicacidn). Sobre -
los fragmentos de Okazaki, se ha demostrado que sl igusl que en
procariotes, se requiere de la simntesis de un RNAprimer para su
formacisn (3,7).

En cuanto & las protefnss involucradas en la sintesis .
del DNA, las evidencias imdican que la DNA polimerasa « es la -
enzfme responsable de la iniciacidn y la elongacién en la repli
cacién de la cromatina celular y de los virus SV40 y Polioma --
(3,7,8,17,18,24), presentando una tasa de sintesis estimada (en
mamiferoas) en 1,000 a 3,000 pares de bases por minuto, y siendo
éate un valor muy bajo en relacién con la tasa de replicacién -
del DNA bacteriano (*5C,000 peres de bases por minuto){3,7,8).-
Sin embargo algunos aspectos como serian los de su peso molecu-
lar, su localizacién (nuclear o citoplasmice), y su acompleja--
miento con otras protefnas durante la sintesis afin no han side-
bien dilucidados (17). Una carsacter{stica que llama la atencién,
es el hecho de gue éste enzims es practicemente ubicua en la eg
cela filogenética, conteniendo una subunidad catalftica que --
incluso se emcuentra en la DNA polimerasm JYI de E. coli (17).
Otra de las cosas que se han encontredo ultimamente es una co--

rrelacién entre los diferentes niveles de éste enzims, y la &i-

13



Pig. 4. Mapa de SV40. Or, Origen de replicacién. SLT, Secuen-
cia lider tardfa. VP1l, VP2 y VP3, regiones que codifican para-
orotefnas de la cépside. T, secuencias que codifican para los-
ant{genos de transformacién celulsx.

14
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ferenciacion aelular (17)..

La DNA polimerasa £ sn contraste, es una enzima ausente-
en procariotes y plsntas, y ciertas evidenciss indican que ésta
polimerasa participe en procesos de reparscién del DNA, aunque-
tal funcién también le ha sido atribufde a la DNA polimerssac -
(17). Otra DNA polimerssa muy conserveda entrs los eucariotes -~
es 1la¥ , la cual se encarga de la replicacidn del DNA mitocon--
drisl, pero que también ha sido encontrads en el n¥icleo con fun
eidén adn desconocida. Su presencia nuclear fué detectada porque
anf{ resliza la replicacién dei DNA de Adenovirus (17). Asf mis-
mo se ha descrito ls presencia de otra DNA polimerasa eucariéti
ca (1ad ) la eual es practicemente similar en cuanto a sus co--

racteri{stices y funcidén a la DNA polimerasa o (17).

Se han encontrado evidencias sobre 1la presencia de otrus
protefnas (Pig. 2) como son les proteinas desestabilizadorss de
hélice (3,7,19), lae topoisomerasss (3,25), las protefnae girasca
y ligesa (7,25), y algumos otros factorss necesarios pera la re
plicacién que no ham podido ser earacterigzados, pero que han ~-
gido detsctados por su labilided ante el calor (7,20). Asi, ls-
informacién de cue se dispone sobre todas estas proteinasa y fac
tores (asi como de las DNA polimerasss mencionades), no provee-
de una satisfectoria explicacidn sobre el funcionamiento de los
complejos de replicaciédn y reperacién del DNA dentro de la célu
la (17).

Con respecto al ensamblaje de las histonss con el DNA du

rante la replicecidén, adn existe debate en cuanto a que ei éste



sucede al azar o de manera conservativa (3,7,14,21,22). No obg
tante, se ha comprobado que tal ensamblaje sucede de una forma
muy rdpida, y que existe una maduracidén de los nucleosomas -
(Pig. 2) reflejada en una modificacién de las histonas (desace
tilacién) conforme procede la sf{ntesis del DNA (7,23). También
se ha visto que el ensamblaje de las histonas con el DNA puede
ocurrir libremente y no necesariamente asociado con el acto de
la replicacidn, siendo independiente de la secuencia nucleoti-
dica en el DNA, y requiriendo de un faector al que se ha denomi
nado nucleoplasmina (3,7). ElL mecanismo preciso de separacién-
de las dos moléculas hijas al final de la replicacidn es aun -

desconocido (7).

ATSLAMIENTO DE LA CROMATINA ACTIVA EN REPLICACION.

El primer paso que se debe de dar para poder estudiar -

la cromatina mctiva en replicacidn es purificarls.

Uno de los principales problemas que se presentan al in
tentar separar la cromatina activa en replicacidn en eucariotes
es la carencia de una sincronfa en el c¢iclo celular, y adn -—-
cuandc se lograra resolver éste problema, durante la fase S la
replicacién se va dando a diferentes tiempos, con lo que siem-
pre existird una contaminacién de la cromatina celular gque no-
estd replicando, sobre la que si lo esté haciendo en un momento
determinado (3,18). No obstante, se ha conseguido la purifica-
¢idn de algunas de las protefnas que formen parte del complejo

de replicacién (18), y con ellas se han realizado algunos estu



Pig. 5. Ciclo Replicativo de SV40. La replicacidén del DNA de
SV40 procede de manera bidireccional a vartir de su ¥nico repli
edn, generandose varias regiones de DNA cadena sencilla. RI,
intermediario replic-ativo. RI;', intermediario replicativo cer
cano a la terminacidn, él cual origina directamente forma II,
o bien dimeros catenarios gue por la accidn de una enzima ( la
topoisomerasa) originan la forma I. Ias formas superhelicoi--
dal (I) y circular (II) son interconvertibles, y la forma 1i--
neal (III) se genera al haber un corte de las dos cadenas del-
DNA. Ori, origen de la replicacidn., Perm., regidn donde ter-

mina la replicacién y se separan las moléculas hijas (57).
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dios in vitro.

—

En la mayorfa de los estudios in vitro, como los realiza

dos en celulas permeabilizadas de Saccharomyces cerevisiae, en

extractos celulares de Chlamidomonas reinhartii, en extractos -

celulares con DNA de Adenovirus (18), y en extractos de Xenopus
laevis con DNA de SV40 (18,27), se ha logrado restablecer la —-
sfntesis de DNA en cromosomazs ya iniciados. Sin embargo la ini-
ciacidn de la sifntesis en los origenes de los nuevos replicones,
con algunas excepciones, adn no ha podido ser obtenida in vitro
(3), ¥y se han detectado ligeros cambios en el patrdn normel de

replicacién del DNA en tales sistemas (7).

La purificacidn parcial de una fraccidn cromatinica acti
va en replicaciédn conteniendo especificamente un replicén ha --
sido posible con el genoma de SV40 (28,29,30). En celulas infeg
tadas l{iticamente, el DNA del SV40 se halla asoeisdo con histo-
nas formando un minicromosoma (9) (Fig. 3). En los estados tar-
df{os de la infeceidn, las secuencias virales son amplificadas -
5 X 105 veces, estendo solo entre el 2 al 5% activo en replica-

cidn , ¥ un 1% activo en transeripcidn (3,9,31,32,53).

Los minicromosomas ofrecen las ventajas de ser una pobla
eidn homogénea de moléculas de DNA de doble cadena circular de

tamafio pequefio (5,243 pares de bases), su secuencia de nucledti

dos estd bien establecida (Pig. 4) {33), posee un dnico replicdn

{7), su cfclo de replicacidn ha sido ya determinado (Pig. 5), y
ademéds presenta la facilidad de extraerlo bajo condiciones no -

desnaturalizantes bajo las cuales se mantiene la estructura pri



maria de la cromatina (34).

Edenberg, et a2l.(1977) y Sundin & Varshavsky (1980) han-
descrito la semipurificacién del complejo de replicacidn de -
SV40 bajo condiciones que no alteran la estructura de la croma-
tina (0.1M de NaCl). Ambos procedimientos utilizan el cambio en
sedimentacién en gradientes de sacarosa paras sevarar los com-
pPlejos de replicacién del resto de los minicromosomas. Sin em—-
bargo es bien conocido que la separacidn que se logra mediante-
ésta técnica es parcial (7,18,28), existiendo una contaminacién
no solo de los minicromosomas maduros sobre los replicativos, -
sino también de DNA celular (18).

OBJETIVO DEL TRABAJO Y ESTRATEGIA EXPERIMENTAL.

El objetivo del presente trabajo consiste en el desarro-
1lo de un método de purificacién de cromatina activa en replica
cién usando como modelo el minicromosoma activo en replicacién-
de SV40 obtenido & partir de nidcleos celulares en la etapa tar-
df{e de infeccidn.

Para lograr el anterior objetivo, se va a experimentar =
una estrategia que consiste en el empleo de la protefna codifi-
cada por el gen 32 del bacteriéfago T4 (P32), la cual presenta-
una gran afinidad por 4cidos nucleicos de cadena sencilla ( 36,
37,38). BEste hecho sugiere la posibilidad de pemitir la purifi
cacién de los minicromosomas activos en replicacién ya que se -

ha reportado la presencia de regiones desnudas de DNA de cadena
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sencilla en los complejos de replicacién de SV40 (29). Como pri
mer paso, se asociarfa la P32 a las regiones de DNA de cadena -
sencilla presentes en el complejo y posteriormente, mediante el
empleo de anticuerpos dirigidos contra la P32, se intentarfa la
inmunoprecipitacidén de taeles complejos de replicacidn (Pig. 10).
Para lograr ésto, se deberdn de cumplir los siguientes objetivos

intermedios:
l.- Obtencién y purificacidn de la protefna 32, .

2.— Produccién y purificacién de anticuerpos de conejo dirigi-

dos contra la protefina 32.

3.- Obtencidn y purificacién de 4cidos nucléicos diferencial--
mente marcados (SH-DNA cadena sencilla y 14C-DNA cadena doble).

4,- Aislamiento de cromatina de SV40 que ha sido marcada duran
te un tiempo largo de 16 horas con 140—Timidina, ¥y S6urante un-
pulso de 5 minutos con 3H-Timidina a pertir de celulas cvi, y-
dursnte el perfodo tardfo de la infeccidn.

5.- Establecimiento de las condiciones de la imnmunoprecipite--
cién (concentracién de P32 y de anticuerpos, tiempo de reaccidn,

temperatura éptima),

Ios productos de la inmunoprecipitacidn se pueden velorar
por la separacidn diferencial de marca radioactiva, es decir, -
si recuperamos en el precipitedo la marca incorporada durante -

el pulso de 5 minutos (3w ¥y si a 1la vez éste marca (y no asf -



la de 140) desaparece del sobrenadante, nos indicaria que vosi-
blemente estamos precipitando especificamente el complejo de re
plicacidén de SV40.

Una alternativa dtil para amsegurarse de la presencia de-
los complejos de replicacidn de SV40 en los precipitados obteni
dos podria ser el empleo de electroforesis en geles de agarosa-

y de poliacrilamida-SDS.
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MATERIAL Y METODOS

A.- OBTENCION Y PURIPICACION DE PROTEINA 32 (39).

1.~ Propagacidn del Bacteridfago T4.

Se crecid un indculo de 600 ml. de la bacteria B. coli -
CR63 su* en medio M9 por toda la noche a 37°C. Al dfa siguiente
una fraccidn del indculc se diluyé en 10 1t de MO hasta obtener
una absorbancia de 0,01 a 590 mm. Posteriormente la bacteria se
crecid =z 37°C hasta obtener una lectura de 0,1-0.2 de absorban-
cia a 530 mm, Se le afindid en seguida al medio 40 mg/lt del ami~-
noacido L-triptdfano. Diez minutos después, las bacterias se -
infectaron con el bacteriéfago T4 triple mutante (33 amN134, 55
amBL292, y 58-61"amE219) adicionando un fego por cada 10 bacte-
rias (moi = 0.1). EL eultivo se incubd por 4 hr.; luego se adi-
cionaron 2 ml de cloroformo y 35 g de DNAsa I par cada litro de
cultivo., Se incubd nuevamente por 30 min, a 37°C ¥ posterior
mente se enfrid a 4°C, Después se centrifugd a 5,900 x g. (en-
una centrifuga de flujo contfnuc) por 10 min. a 4°C para elimi-
nar restos celulares, Al sobrenadante se le agregd NaCl a una -
concentracién final de 0.5 M y Polietilenglicol 6,000 &l 10% -
final; se mezcld por 2 hr. a 4°C, centrifugandose después a -
5,900 x g vor 10 min. a 4°C, La pastilla obtenida se resuspen-
did en 200 ml de smortiguador Tris-HC1 0.02 M pH: 7.4, 0.1 M -
NaCl, y se mezcld suavemente por 1 6§ 2 dfas. Finelmente se cen-
trifugd a 4,100 x g. per 10 min, a 4°C, para limpiar el fago de
restos celulares, FEl fago se almacend en refrigeracién a 4°C, y

se prepararon muestras para microscopfa electrdrica por --



la técnica de tineidn negativa (48).

2.,- Obtencidn de Bacterias E. coli B infectadas con Bacteridfags
T4,

Se crecif un indculo de 600 ml de la bacteria E. eoli Bsu”
(cepa no supresora de mutaciones ambar de bacteridfago T4) en-
medio M9 a 32°C por toda 1la moche. Al dfa siguiente una fraccidn
del indculo se diluyd en 10 1t de medio M3 hasta obtener una ab
sorbancia de 0.1 a 590 nm. El cultivo se crecid & 32°C hasta --
una abgorbancia de 1.0 a 590 mm. (se tienen en éstn lectura 4-5
X 108 células por ml. de cultivo). Aproximadamente de 3.5 a 4 -
hrs. despues de gue se inicid el cultivo se obtuvo una abpsorban
cia de 1; entonces se edicionaron 40 mg de I~tripidfano por 1t.
de cultivo y se incubdé por 10 min. Posteriormente se infectaron
las bacterias con el bacteriéfago T4 triple mutante adicionando
5 fagos por bacteria (moi = S) ¥y 5 min. después se ggregd nds -
fago (moi = 5). Se incubé el medio a 32°C¢ por 1.5 hrs. ¥ ense—-
guida se enfrid a 4°C. Despuds el cultivo se cenitrifugd = 10,500
x g. (en una centrifuga de fiujo continuo a temperatura ambdien-
te) descartandose el sobrenadante. La pastilla obtenidaz se pesé
en papel aluminio y se congeld en nitrdgeno liquido. F¥inalmente

la pastilla fué almacenada a -70°C.

3o~ Purificacidn de Proteina 32.

Se mezclaron 60 g de bacterias E. coli B infectadas con
el bacteridéfago T4 con 180 ml de amortiguador L (40 mM Tris --
HC1 oH:8.1, 0.1 ¥ NaCl, 10 m¥ MgGl,, 2 mM CaCly, 1 mH EDTA, i
ml S-mercaptoetanol, 1 mi PMSF y 20 pg/ml de DNAsa I) en uve 1i
cuadora a baja velocidad (8°C). BEnseguida se centrifugd a 4,000



x g durante 3 min.a 4°C para eliminar espuma. Entonces se dig.-—
tribuyd la muestra en volumenes de 100 ml ¥ se sonicé en un -—
sonicador Branson B-30 durante 3 intervalos de¢ 3 min. al poder-
médximo del sonicador teniendo cuidado de que la temperatura no-
excediera de 15°C. Enseguida se incubdé durante 30 min. a 15°C y
se enfrié rapidamente a 4°C. Entonces se centrifugé a 23,500 x-
€ durante 30 min. a 4°C para bajar restos celulares. Se tomd el
sobrenadante y se ultracentrifugd a 90,000 x g durante 2 hre. a
4°C para empastillar ribosomas. El sobrenadante se dializé con-
tra 2 1t de amortiguador DC O (0.1 M NaCl, 20 mM Tris-HCl pH:8.1,
5 mM EDTA, 1 mM g-mercaptoetanol) realizandose tres cambios —-
durante 18 hrs, Fl dializedo se centrifugd a 16,300 x g durante
5 min. a 4°C y 2l sobrenadante se le adiciond glicerol hasta —-
una concentracidn final de 1l0%. Este muestra se sometid a una -
cromatograffa en una columna de DNA-celulosa (63 ml) previamente
equilibrada con 90 ml de amortiguador DC 1 (0.1 ¥ NaCl, 20 mM -
Tris-HCl pH:8.1, 1 mM EDTA, 1 mM g -merceptoetanocl, 10% glicerol),

eluyendose sucesivamente (a un flujo de 40 ml/hr) con 90 ml de

cada uno de los siguientes amortiguadores: DC 1, DC 2 (0.6 M NaCl,

20 m¥ Tris-HC1l pH:8.1, 1 mM EDTA, 1 mMp-mercaptoetancl, 10% -~
glicerol), y DC 3 (2 M NaCl, 20 mM Tris-HCl pH:8.1, 1 mM EDTA ,
1 mM A-mercaptoetanol, 10% glicerol); y colectandose posterior-
mente fracciones de 6 ml. Se juntaron aguellas fracciones que -
eluyeron a 2 M de NaCl y tenfan una absorbancia mayor de 1 a -
280 nm. Esta muestra se dializd contra 2 1t de amortiguador B-
(20 mM Tris-HCl pH:8.1, 1 mM EDTA, 1 mMA&-mercaptoetanol, 1l0% -
glicerol) realizandose 2 cambios durante 12 hrs. El dializado -
se sometid a una cromatografia en una columna de DEAB-Celulosa-~

(30 ml) previamente equilibrada con 25 ml de amortiguador B, ¥y
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se eluyé la muestra (a2 un flujo de 20 ml/hr) con 150 ml de wun
gradiente lineal creciente de sal (de O a 0.5 ¥ NaCl) el cual-
se formé con 75 ml de cada uno de los amortiguadores B, y B 0.5
(20 mX Tris-HC1 pH:8,1, 1 mM EDTA, 1 mMp-mercaptoetanol, 10% .
glicerol, 0.5 M NaCl). Se colectaron fracciones de .6.5 ol y se
reunieron aquellas fracciones que presentaban una a‘bsorba.no.ia-
mayor de 1 a 280 nm. Bsta muestra se dializé contra 2 1t de --
amortiguador PS O (0.1 M NaCl, 30 mM Tris-HCl pH:8.1, 1 mM --
B-mercaptoetanol, 10% glicerol) efectuandose 2 cambios de amor
tiguador durante 12 hrs. y éste dializado se mezclé con un --
volumen de amortiguador PS 2 (0.1 N NaCl, 30 mM Tris-HCl pH:8.1,
1 mM g-mercaptoetanol, 10% glicerol, 20 mM MgCl,, 28% (NH;), -
S0,). Entonces se sometié & una cromatograffa en una columna -
de Penil-Sefarosa (10 ml) previamente equilibrada con 15 ml de
amortiguador PS 1 (0.1 ¥ NaCl, 30 mM Tris-HCl pH:8.1, 1 mM -
p-mercaptoetanol, 10 mM MgCl,, 10% glicerol, 14% (Nd,), s04) ,
lavandose enseguida la columna con 15 ml de amortiguador PS 1-
(a un flujo de 14 ml/hr), y eluyendose posteriormente con 100-
ml de un gradiente invertido lineal de 14 a 0% (lﬁi4}2 S04, el
cual se formé con 50 ml de cada uno de los amortiguadores PS 1
y PS 3 (0.1 M NaCl, 30 mM Tris-HCl pH:8.1, 1 mMp -mercaptoeta-
nol, 10 nM !gcl-z, 104 glicerol); nuevamente se lavé la columna,
perc ahora con 15 ml de amortiguador P3 3 con la finalidad de-
terminar la elucidn, colectandose fracciones de 3 ml. Se junta
ron aquellas fracciones que presentaron una absorbancia mayor-
de 0,2 a 280 nm y se dializé primero contra 250 ml dé' amorti--
guador S 1 (0.1 ¥ NaCl, 20 mM Tris-HCL pH:8.1, 1 mM EDTA, 0.5-
M DTT, 10% glicerol) realigzandose 2 cambios durante 12 hrs.; ¥y
finalmente contra 250 ml de amortiguador S 2 (0.1 M NaCl, 20 -
oM Tris-HCL pH:8.1, 1 mM EDTA, 0.5 M DT, 62% glicerol) efec—-



tuandose 2 cambios durante 12 hrs. Las alfcuotas de 1 ml se al-
macenaron a -20°C, y se determind su concentracién por el méto-
do de Bradford (51).

B.- OBTENCION Y PURIFICACION DE ANTICUERPOS DE OONEJO CONTRA
LA PROTEINA 32.

1l.- Obtencidn y Preservacidn del Suero (40).

Para la obtencidn del suero se dispuso de 4 conejos ma-
chos New Zeland de aproximadamente 1.5 Kg, y a cada uno de los-
Cuales se le inmunizé con 200)g de protefna 32 y adyuvante de~
freund completo (1:1). lLa primera inmunizacidn de los conejos -
se realizé inyectandolos en los cojinetes de las patas traseras
¥y en la parte dorsal. Las subsecuentes inmmunizaciones (cada 15
dfas) se aplicaron simultaneamente por via subcutanea en la par
te dorsal, y por via intramuscular en las patas traseras. El --
sangrado de los conejos se realizé cada 8 afas despues de la ~-
primera inmunizecidn, y se fué observando la respuesta del cone
Jo y el titulo de anticuerpos por medio del método de inmunodi-
fusién (Ouchterlony) (40,42).

Despues de sangrado el conejo, se dejé la sangre vor 2 -
hrs. a 37°C para permitir la formacidn dellcoagulo. Entonces se
separd el suero del coagulo cuidadosamente y se centrifugé @ s
1,000 x g durante 30 min. & 4°C. Se tomé el sobrenadante cuida-
dosamente con una pipeta pastur con la punta justo debajo del -
menisco, y se almacend a -20°C,
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2.~ Purificacidn de ¥ -Globulinas (40,41).

Todas las operaciones se realizardn a 4°C,

Se tomd un volumen de suero (20 ml) y se le adiciond un
volunen de smortiguador boratos (0.1 M BO3~3, 25 mM Na, B, 07-
pHz 8.4, 150 mM NaCl), egitandose lentamente por 15 min. Enton
ces se adiciond un volumen de (NH,), SO, (saturado a 4°C) len-
tamente (gota a gota) y agitando constantemente. Se dejé repo-
sar por 6 hr. y en seguida se cemtrifugd a 1,200 x g durante
30 min, Se seperd la pastilla y ésta se resuspendié en un peque
fio volumen de amortiguador boratos (10 ml) (se guardé el sobre
nadante para titulo); muevemente se adiciond un volumen de
(NH4)2 304
g6 2 1,200 x g. durante 30 min. Se tomd la pastilla (guarden--

lentsmente y agitando constantemente y se centrifu-

dose el sobrenadante para titulo) y se resuspendid en un peque
fio volumen (5 ml) de amortiguador PBS (0.1 M 904'3 PH: Te2 4 -
150 mM NaCl). Se dializd contra un litro de amortiguador PBS =
(6 cambios durante 72 hrs.), y el dializado se pasd por una co
lumna doble que contenfa 30 ml de CM-Celulosa sobre 30 ml de DE
AE-Celulosa, equilibrada con smortiguador PBS. Se colectaron
fraceionee (velocidad de flujo de 40 ml/hr) de 10 ml, conclu--
Yendose la coleccidn de las ¥ -globulinas con 90 ml de amortigua
dor PBS. Se juntaron aquellas fracciones que presentaron una
absorbancia mayor de 1 a 280 nm ¥y se almacenaron alfcuotas de
1 ml a -20°C., La concentracién de protefna en las alfcuotas -
fué determinada por el método de Bradford (51).



C.- OBTZENCION Y PURIFICACION DE DNA CELULAR.

l.~ Cultivo de Células (30,31).

Las células CV1L (linea establecida a partir de células -
de rifion de mono verde africano) se cultivaron en monocapa en
medio Eagle modificado por Dulbecco y suplementado con suero fe
tal de ternera al 10%. Ios cultivos se mantuvieron en incubacién
a 37°C y en presencia de 002 gl 7%. Para los pasajes de manteni
miento, las células fueron sembradas en frascos de 75 cm? a una
densidad de 5 X 106 células contenidas en 20 ml de medio con -~

suero.

2,~ Marcaje y Extraccidn de DNA Celular (31,44).

Las células CV1 fueron semdbradas en cajas de petri (p---
100) a una densided de 3 X 10% células en 10 ml de medio suple-
mentado con suero al 10%. 72 hrs. despuéé se realizé un cambio-
por medio fresco, y 24 hrs. después de esto se retiraron 5 ml -
de medio a cada ¢aja, adicionandose enseguida 2.5;’01 de léc_.
Timidina o 25 Ci de 3H Pimidina por caja. Se incub$ por 16 hra.
a 37°C en presencia de 00, y entonces se lavaron las células 2
veces con 2.5 ml de amortiguador PBS (100 mM E04_3 pH:T7.2, 150-
m¥ NaCl). Enseguida se afiadié a cada caja 2.5 ml de solucidn --
Hirt (10 mM Tris-HCl »H:7.9, 10 mM EDTA, 0.6% SDS) y se les man
tuvo as{ a las células por 20 min., a temperétura ambiente. El -
gel liquido que se forma fué raspado cuidadosamente (con un gen
darme de hule) y se virtié en un tubo ajustandose a una concen-
tracidn final de 1 M NaCl. Esta muestra se mantuvo a 4°C vpor 16
hre. y se centrifugd a 7,700 x g durante 1 hr. a 4°C. En el pre

cinitado se encontraba el DNA celular el cual fué almacenado a
4°c,



3.~ Purificacidn y Desnaturalizacidn del DNaA (43).

El precipitado obtenido anteriormente que contenfa el -
DNA celular fué disuelto en un volumen de amortiguador TE ( 10
mM Tris-HCl pH:7.9, 1 mM IDTA) y enseguida se mezcld con un vo
lumen de fenol seturado con TE, Se -a.gitd' lentamente durante 3-
min. a temperatura ambiente y se centrifugé a 480 x g por 15 -
min., a 4°C. Se separd la fease acuosa superior gque contenfa al-
DNA y a ésta se le realizé una segunda extraccidn fendlica --
obteniendose nuevamente una fase acuosa a la cual se le agregd
un volumen de cloroformo:alcohol isoamilico (24:1). Se agitd -
varias veces durante 1 min, y se separd la fase acuosa superior
gue contenfa al DNA. A ésta fase se le realizé una segunda ex-
traccidn con cloroformo:alcohol isoamilico, y a la fase acuosae
resultante se le agregaron 2 volumenes de etanol absoluto frio.
Se dejé ésta muestra durante toda la noche a -20°C y al dfa si
guiente se centrifugé a 12,000 x g durente 1 hr a -5°C. Se des
carté el sobrenadante mientras que a la pastilla obtenida se -
le resuspsndid en el menor volumen posible de amortiguador TE.
Entonces el DNA se rompid en fragmentos de tamafio variable me
diante la aplicacidén de 14 golpes a médxima presidn con una je
ringa hipodermica, ¥y el DNA marcado con 14¢ ge elmacensd en --
alfcuotas de 100 p1 a -20°C. En el caso del DNA marcado con -
31-[, éste se calentd a 100°C por 15 min. y se enfrié rapidamen
te en un bafio de hielo a 0°C (desnaturalizacién), Finalmente-
también se almacend en alfcuotas de 100 p-1 a -20°C. La eoncen
tracidn de DNA fué determinade por la lectura de la absorban-
cia de una alfcuota (dilucién 1:10) a 260 mm.
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4.- Enseyo de Precipitacidn de DNA de cadena sencilla (52).

Se utilizé una cantidad constante de DNA (1 Mg) tanto de
cadena doble (marcado con 14C), como de cadena sencilla (marca-
do con 3H) ¥ el volumen final de cada ensayo se ajustd a 400’Ll
con amortiguador TE. Se warid la cantidad de protefna 32 desde-
0 hasta 3}Lg incubandose durante 1 hr. a 4°C. Después se adiciog
né una cantidad constante de anticuerpos (lSD}Lg) contra la pro
tefna 32 y se incubd durante 1 hr. a 4°C. Enseguida se adiciona
ron a cada ensayo 15'.k.g de protefna A y nuevamente se incudbd du
rante 1 hr. a 4°C. Se centrifugé durante 5 min, a 12,000 x g -~
(en centrifuga eppendorf) y se separé el sobrenadante de la pas
tilla, la cual se resuspendié en 100 p1 de amortiguador TE. Tan
to al sobrenadante como a la pastilla se les tretdé con 4£lcali -
(0.6 N NaOH) durante toda la noche para evitar el encubrimiento
de_la radioactividad por las proteinas, y al dfa siguiente se -
neutralizd con HCL, Despuéé se colocd sl sobrenadante ¥ a la --—
pastilla por separado sobre papel Whatman 3MM y se lavd a los -
papeles 5 veces (periodos de 5 min.) a 4°C con TCA al 5%, y 2-
veces con etanol al 96%. Enseguida los papeles se secaron y se-

colocaron en viales gue contenfan 5 ml de liquido de centelleo-

(1.25% PPO, 0.04% POPOP, disueltos en tolueno) para la posterior

evaluacidn de su radiocactividad en un contador de centelleo.

Do- AISLAMIENTO E INMUNOPRECIPITACION DE CROMATINA DE SV40.

1.~ Propagacién del Virus SV40 (30,31).
Para infectar con el virus SV40 (cepa 777) las célulaes -

CVl fueron sembradas en cajas de petri (p-100) a una densidad -
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de 3 X 106 ¢élulas en 10 ml de medio Bagle modificado por Dulbe
cco y suplementado con suero al 10%. 72 hrs. despues (tiempo en
que las células alcanzan una densidad de 7 X 10° célules por ca
Ja), ceda caja se lavd 2 veces con solucidn PBS (100 mM PO4“3 -
pH:7.2, 150 mM NaCl) y enseguida se infectd con el virus SV40 a
una moi de 10~2 PFU en un volumen de 0.5 ml/caja de medio sin -
sueroc., Se permitid la adhesién del virus durante 90 min. a 37°C
con movimientos perfodicos y posteriormente se adiciond a cada-
caja 10 ml de medio suplementado con 2% de suero. Las células -
infectadas fueron mantenidas en incubacidén a 37°C en presencia-
de 7% 0, durante 12 dfas, tiempo en que se pudo observar el --
efecto citopdtico. Entonces el contenido de las cajas fué ver--
tido en una botella (despues de raspar el fondo de cada caja —-
con un gendarme de hule), y enseguida me centrifugé a 10,000 x

g durante 30 min, a 4°C. Fl sobrenadante que contenfa a los vi-
rus se guardd mientrams que s la pastilla se le resuspendié en -
el m{nimo volumen de PBB, para daspuéb darle 3 ciclos de conge-
lacidn - descongelacién en una mezcla de etanol - hielo meco. -
La muestra resultante se centrifugéd bajo las condiciones ante--
riormente descritas y se juntaron los sobrenadantes obtenidos -
de ambas centrifugaciones. La mezcla se ultracentrifugé a 112,
000 x g durante 4 hrs. a 4°C y la pastilla obtenida que conte-
nfa el virus se resuspendié en medio con 1% de suero. Se almace
naron alfcuotas de 1 ml a -20°C, y se prepararon muestras de —--
microscopfa electrénica por la téenica de tincién negativa (48)
para la visualizacién de los viriones,
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2.- Marcaje y Extraccidn de Complejos Nucleoproteicos de SV40 (30).

Las células CV1 fueron sembradas en cajas de petri (p-100)



8 una densidad de 3 X 106 células en 10 ml de medio Eagle modi-
ficado por Dulbecco y suplementado con 10% de suero. 72 hrs. -—-
despues cada caja se lavd 2 veces con amortiguador PBS y se in-
fectd con el wvirus SV40 a una moi de 10 PFU procediendose como-
estd descrito anteriormente. Al momento en gue concluyen los 90
minutos de adhesidn, se le considera como el tiempo O de la in-
feccidn adicionandosele a cada caja 10 ml de medio suplementado
con 2% de suero. Las células infectadas se mantuvieron a 37°C -
en presencia de 7% CO, ¥y a las 24 horas post-infeccién (h.p.i.)
se adicionaron 2.5)Ci/eaja de l4c_pimidine (después de haber -
retirado 5 ml de medio por caja), A las 40 h.p.i. las células se
lavaron 2 veces con PBS y se adiciond a cada caja 2 ml de medio
suplementado con suero al 2% y conteniendo 200 M\Ci de 3H Pimi-
dina. Se incubd durante 5 min. (pulso) a 37°C en presencia de -
002 ¥y se pard el marcaje de pulso retirando rapidamente el medio
¥ lavando a las e¢flulas 2 veces con 2.5 ml de amortiguador I --
(1 mM TrisHC1 pH:6.8, 140 mM NaCl) frfo. Se colocaron rapidamen
te a las cajas sobre hielo.

A cada caja se le adicionaron 2 ml de amortiguador II --
(10 mM TEA-HCl pH:6.8, 10 mM EDTA, 1 mM PMSPF, 0.25% Tritdn x-
100) y se mantuvo asf a las células durante 10 min. a 4°C. Se -
ajusté a una concentracidn final de NaCl de 120 mM y el lisado-
celular se raspd con un gendarme de hule centrifugandose ense--
guida a 5,000 x g durante 5 min. a 4°C. La pastilla obtenida se
resuspendid en 20 ml de emortiguador III (10 mM PEA-HCl pH:6.8,
120 mM NaCl, 10 mM EDTA, O.1 mM PMSF, 0.25% Tritén x-100) y se
centrifugé bajo las condiciones anteriormente descritas obte-—-
niendose una pastilla de ndcleos, la cual se resuspendid en 1-
ml de amortiguador IV (10 mM TEA-HC1 pH:8, 120 mM NaCl, 10 wmM -
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EDTA, 0.1 mM PMSF, 0.25% Tritén x-100), incubandose en agitacidn
durarte 3 hr. a 4°C para la extraccidn de minicromosomas de -
SV40., Posteriomente se centrifugd durante 15 min. bajo las con
diciones ya mencionadas y el sobrenadante (cromatina viral) se
colocd sobre un gradiente lineal de 5-254 de sacerosa disuelta
en amortiguador V (10 mM TEA-HC1 pH: 7.5, 100 mM NaCl, 1 mM -
EDTA), con un colchon de sacarosa al 40% (1lml), El gradiente -
se ultracentrifugd a 230,000 x g durante 150 min. a 4°C, y se
colectaron 35 fraccionee de 340 )1l eada una. Se tomaron 20 J.Ll
de cada fraccidn y se colocaron sobre pzpel Whattman 3MM lavan-
dose por 5 veces (5 min., por cada una) con TCA al 5%, y dos ve-
ces con etanol 21 96%, Los papeles se secaron y se colocaron en
visles que contenfan 5 ml de 1fquido de centelleo, evaluandose
su radioactividad en un contador para lfquido de centelleo. Una
vez obtenido el perfil de sedimentacidn de los minicromosomas -
en el gradiente, se reunieron por separado aquellas fracciones
enriquecidas en marca de 34 (complejo replicatiwo parcialmente
purificado, P1) y marca de 14C (ecomplejo maduro, P2), para 1la
posterior realizacidn de los ensayos de ivmmunoprecipitacién -
con la protefna 32 y los anticuerpos.

3.- Cuantificacidn de cromatina de SV40 (43).

Inicialmente se cuantificd el DNA por la técnica de la
Difenilemina (45)., Sin embargo posteriormente se prefirid el -
uso del método de agarosa en placa (43), dado que éste es un mé -
todo répido que detecta cantidades que mo pueden ser cuantifiea
das espectrofotometricamente.

Las muestras de DNA (10 1) fueron colocadas sobre la su

perficie de una placa de agarosa (en caja de petri) al 1% conte
nd endo 0.5’}.3/5!11 de bromuroc de etidio. Se colocaron tambien -
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muestras (10,L1) con una concentracidn de DNA ya conocida. Se
permitid la difusidn y se observd la placa en un transilumina-
dor de luz ultravioleta de onda corta tomandosele una fotogra-

£{a.

4.~ Ensayo de Irmunoprecipitacidn de Cromatina de SV40.

Se usd una cantidad constante de complejo replicatiw -
parcialmente purificado (Pl) o de complejo maduro (P2), varian
dose la cantidad de protefna 32 o de anticuerpos dependiendo -
del ensayo, Se incubd durante 1 hr a 4°C con la protefna 32 y
durante otrs hr a la misma temperaturs con los anticuerpos. En
seguida se centrifugd a 12,000 x g durante 15 min. y se separd
el sobrenadante de lz pastilla la cual se resuspendid en 100 M1
de smortiguador A25 (50 mM Tris-HCl pH:7.9, 0.1 mM EDTA, 0.2 mM
DTS!!, 25% glicemll.. Tanto el sobrenadante como el precipitado -
fueron tratadcs con 0.6 N de NaOH durante toda la noche y se neu
tralizaron con HCL el dfa siguiente. Las muestras resultantes -
fueron colocadas sobre papel Whattman 3MM y se lavaron 5 veces
(de 5 min. cada una) con TCA al 5%, y dos veces con etanol al -
96%. Enseguida los papeles se secaron y colocaron em viales que
contenfan 5 ml de liquido de centelleo para la posterior evalua

¢idn de su radioactividad en un contador de centelleo.

E.- ANALISIS ELECTROFORETICO DE CROMATINA DE SV40.

1.~ Flectroforesis en Gel de Agarosa (30).
Se prepararon 130 ml de solucidn de agarosa al 1% en amor
tiguador acetatos (40 mM Tris-Acetatos pH:7.9, 20 mM Acetato de



Sodio, 1 mM EDTA) disolviendola por calentamiento. Se permitid
que la soluoidn se enfriara hasta 50°C y se le adiciond bromu-
ro de etidio a una concentracién de 1 pg/nl. Esta solucién se
vacidé en una camara de electroforesis horizontal, a la cual se
le habfa colocado un peine para formar 11 carriles con un volu
men de 80 M1/carril. Una vez que solidificé la agarosa, se re-
tird el peine y se adiciond amortiguador de acetatos a la cama
ra hasta ocubrir completamente el gel. Enseguida se prepard a-
las muestras adicionandoles SDS al 0.1%, Azul de Bromofenol al
0.01% y glicerol al 15% (en caso de que la muestra careciera -
de sacarose)., Posteriormente se calentd &stas muestras en baflo
marfa por 5 min, a 65°C y se les colocé sobre los carriles del
gel, La migracién se 1levd a oabo durante 14 hrs., a 35 volts ,
200: mA, recirculando el amortiguador a temperatura ambiente. -
Una vez finalizada la migracidn, el gel se observd en un trang

iluminador con luz ultravioleta de onda ocorta.

2.- Fluorograffa y Autorradiograffa (30).

El gel se sumergid en metanol y se mantuvo durante 30 -
min, en agitacidn a temperatura ambiente. Enseguida se trasle-
46 a un bafio de solucién metanol - 10% PFO, en la cual permane
¢id por tres hrs. en agitacién. Posteriormente se elimind el -
exceso de PPO con metamol y guantes, y se pemitid al PPO pre-
oipitar, sumergiendo al gel en agua durante 30 min. en agita--
e¢idn. Despues se colocd al gel sobre papel Whatman y se deshi-
draté en un secador de geles bajo presidn reducida., Las prime-
ras 2 hrs, fueron sin calor mientras que la Wltima hora y me-—
dia fué con calor, Una vez desecado el gel, éste se colocd jun

to con una pelfcula para autorradiografia en un cassette a -70°C.
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3.~ Electroforesis en Gel de Poliacrilemida-SDS (46).

Para formar el gel en gradiente, se utilizd una solueidn
de acrilamida al 17% (0.37 M Tris-HCL pH:8.8, 0.1% SDS, 174 ——
Acrilemidasbis acrilamida [30:0.8], 0.04% TEMED, 0.01% APS, I17%
glicerol) y una solucidén al 5% (0.37 M Tris-HCl pH:8.8, 0.1% --
SDS, 5% Acrilamida ¢ bis acrilamida [30:0.8), 0.04% TEMED, -
0.01% APS, 5% glicerol). Se permitid que el gel solidificara du
rante 1 hr., y entonces se colocd un peine de 10 carriles con -
un volumen de 100 j1/carril. Se agregé una solucidén para formar
el gel concentrador (0,125 ¥ Tris-HC1 pH: 6.8, 0.1% SDS, 2.8 #
Acrilamida : bis acrilamida [30:0.8], 0.04% TEMED, 0.05% APS, -
2.8% glicerol) y nuevamente se permitid que el gel concentrador
solidificara durante 30 min. Entonces se retird el peine y se -
adiciond enseguida las muestras. Las muestras se prepararon -—-
ajustandose a una concentracidén finsl de 70 mM Tris-HCL pH:6.8,
0.'?: mM g -merceptoetanol, 2.2% SDS, 0.01% Azul de Bromofenol, y
calentandose en bafio marfa durante 3 min. a 70°C. La migracién-
se llevd a cabo con solucidn de corrida (25 mM Trizma base, 190
mM Glicina, 0.1% SDS) en una camara de electroforesis vertical-
a 60 volts durante 14 hra,

4.- Tincion con Mitrato de Plata (46).

Pinalizada la migracidn , se colocd al gel en una solu--—
cidn de metanol al 50% durante 24 hrs., Despues se lavé 2 veces-
el gel con agus durante 30 min., y se dejd otras 2 hrs. en meta
nol al 50%4. Se prepararon 21 ml de una solucién de NaOH 87 nmM a
la cual se le adicioneron 1.25 ml de Hidrdxido de Amdnio concen
trado. PFsta solucidn se mezcld con 4 ml de solucién de Nitrato-
de Plata al 20% y se ajustd a un volumen final de 100 ml con —--
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agua {(en agitacidn fuerte), para constituir a la solucidén de -
tincidn. BEnseguida se enjuagd una vez con agua al gel y se 1le
agregd la solucidn de tincidn manteniendose en agitacidn leve-
durante 20 min, de manera que se cubriera totalmente el gel -~
con la solucién., Una wez transcurrido éste tiempo, se retiré -
Xs solucidn de tincidn del gel y éste se enjuagd con agua du
rante 5 min. Posteriormente se retird el agua y se adiciond so
lucidn reveladora (0.005% Acido Cftrico, 0.01% Pormaldehido) -
en la cusl permanecid el gel hasta que se observaron las ban--
das de protefna. Para parar la reaccidn y fijar el gel se uti-
1izé solucidn de Acido Acético al 1%,
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RESULTADOS

1,~ Obtencidn de Protefns 32,

Para la obtencidn de la protefna 32 se requirid en prime
ra instancia de la propagacidn del bacteridfego T4 para poder -

infectar a les bacterias E. coli B, productoras de €sta protefna

En la obtencidn del bacteridfago T4 triple mutente, pri-
mero se realizé una propagacidn a baja escala (9 1t) a partir -
de la cual se obtuvieron 100 ml de una solucidn que contenfa -
6.4 X 1010 fagos/ml. Con ésta solucidn se realizé una propaga-—
cidn a gren escala (60 1t), de la que finalmente se obtuvieron-
BOQ ml de una solucidn cbn 2.3 X 1012 fagos/ml. Una muestra de-
los bacteridfagos obtenidos fué preparada pars su visualizacidén
gl microscopio eleetrdnico (Pig. 6a).

Con esa cantidad de bacteridfagos obtenida era mds gue -
suficiente para realizar la infececidn de un cultivo a gran esca
la de la bacteria que producirfa a la protefma 32 (E., coli B ).
Entonces a partir de un cultivo de 30 1%t crecido hasta.l D.0. -
(590 rm), e infeetedo a una moi de 10, se obtuvieron j:osterior-
mente 80 g (peso humedo) de bacterias E. ¢oli B infectadas con
el bacteridfago T4.

Para la obtencién de la protefne 32 se utilizaron 60 g -
de bacterias E. coli B imfectadas con el bacteridfago T4, y el

perfil de elucidn de las tres columnas utilizadas durante su PU
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Pig. 6. a) El bacteridfago P4 triple mutante, X 100,000,
b) Virus SV40, X 120,000. Ambas preparaciones realizadas me-
diante el procedimiento de tincidn negativa (48).(Mirends,B.,

Chavez P., Garcia A4.).
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rificacidn se muestra en la Fig. 7. En el caso de la columna de
DNA-Celulosa, el pico de las fraceiones 17-19 que eluyeron s —-
2 M de NaCl es el que corresponde a la protefna 32. Posterior—-
mente €sta muestra en la cromeatograffie de DEAE-Celulosa se des—
compuso en varios picos de protefnas contaminentes (fracciones-
2-10), y un pico mayoritario (fracciones 14-16) que contenfa a
la protefna 32. Pinalmente la muestra proteica contenida en --
éste pico, al pasarse por la columna de Penil-Sefarosa se diso-
cid en dos picos, uno de los cuales conteni{s una protefmna com--
teminante (fracciones 9-11), y el otro (fraceiones 18-20, Mig.-
Te) contenfa a la protefns 32 sltmmente pura.

A partir de 60 g de bacterias E. colj B infectadas se —-
obtuvieron 96 mg de protefmas 32,

2.- Obtencion de Anticuerpor de Conejo Contra Ia Protefira 32.

Ios conejos FNew Zeland fueron immunizados con la proteina

32, y cuando se detectd en ellos un incremento en el titulo de-
antieuerpos contra ésta proteina, se les desangrd periodicamen-
te hasta obtener 122 ml de suero.

& partir del suero obtenido, se realizd la purificacidn-
de las y-globulinas primero con Sulfato de Amonio, y despues --
mediante una cromastografia en una columna de CHM-Celulosa sobre-
DEAE-Celulossa, de la que se muestra el perfil de elucidn en 1la
Fig. 8. Las protefnas que salen en el volumen de exclusidn —

(fracciones 4-12) corresponden a las y-globulinas mientras que
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Pig. T. Perfil de Elucidn de la Protefna 32. La protefma 32 se
purified parcialmente a partir de células E. coli B infeetadas-
con el bacteridfago P4 (ver Material y Nétodos). Despues la pro
tefna se pasd por tres columnas de las cuales se muestra el per
fil de elucidn. a) DNA-Celulosa, la P32 eluyd a 2 M de Nall -
(fracciones 17-19). b) DEAE-Celulosa, la P32 eluyd a 0.35 K de
FaCl (fracciones 14-16). e) Penil Sefarosa, la P32 eluyd a 0%
de (m‘)z 804 (fracciones 18-20).
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Pig. 8. Purificacidn de Anticuerpos contra la Protefna 32. Ios
anticuerpos se purificaron parcialmente mediante fraccionamien-
to con Sulfeto de Amonio (ver Materisl y Métodos). Le purifice-
cidn total se logrd mediante el uso de una cromatograffa en una
columna de CM-Celulosa sobre DEAE-Celulosa, de la cual ge mues-
tra el perfil de elucidn. El primer pico corresponde a las Y -
globulinas {fracciones 4-10) que se obtienen en el yolumen de -
exclusién, El segundo pico (fracciones 15-18) correspomde a --
otras protefnas del suero gue salen despues de aplicar 1 M de -

NaCl a la columns.
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las protefnas que se eluyen despues de aplicar 1 M de NaCl a la
columna (fraceiones 14-20) corresponden a otrasprotefnas del —-

BUeIrv.

4 partir de 122 ml de suero se obtuvieron 470 mg de anti
cuerpos contra la protefna 32,

3o~ Obtencidn de DNA Celular.

Para la extraccidn del DNA celular, se mared a las célu-
las OVl con SH-Timidina o Y4C.Timidine, y finalmente se purifi-
caron (ver Material y Métodos) 280 Mg de 3H-DNA cadena sencilla
¥ 300 Pg de 240_DNA cadena dodle., La cusntificacidén de estas --
muestras se realizd mediante la lectura de su ebsorbancia a --
260 rm,

4,— Imunopreaipitacidn Indirecta de DNA de Cadens Sencilla,

Una vez obtenida la protefna 32, los anticuerpos, y el -
DRA celular, se procedid a evaluar la capacidaed del sistema --
protefna 32 - anticuerpos para precipitar DNA de cadena senci--
1la. Para ello se mezeld 1 Pg de 3H.DNA cadena sencilla con —-
Upg de T4C_DNA cadena doble y se incubS a la mezcla con dife—-
rentes concentraciones de protefna 32, Posteriormente se adicig
naron los anticuerpos econtra le P32 y se centrifugd bajo las --
condiciones descritas en Material y Métodos. BEn la Fig. 9 se —-
muestra el resultado obtenido despues de la evaluacidn de la --
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Pig. 9. Inmunoprecipitacidn Indirecta de DNA de Cadena Senei -
1la. Una concentracidn constante (1 ).g) de 3E.DNA cadena senci-
1Ta se incubd con diferentes concentraciones de P32 durante 1 -
hr. a 4°C en presencia de 14c_pNA cedena doble (1 pg)e Despues-
se incubd con una concentracidn constante de anticuerpos (150 -
rkg‘) durante 1 hr. a 4°C y con protefna A (15 })-g) bajo las mis -
mas condiciones. Se centrifugd y se evalud la radioactividad en
el precipitedo (a) y el sobrenadante (b) mediante el uso de un
contador de centelleo, (0—0) 3HL-DNA codena sencilla. (&—d)
140_DNA cmdena doble.
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radioactividad en el precipitado y el sobrenadante. Como puede
observarse, con una proporcidn de protefna 32 2 DNA de 2:1 (en
relacidn al DNA de cadena sencilla) es suficiente para precipi
tar de 90-95% de DNA de cadena sencilla, mientrasgue para el -
DNA de cadena doble se precipitd no més de 30-35%. Cuando no -
se adiciond protefna 32 al sistema (relacidén P32/DNA = 0), el
porcentaje de precipitacidn tanto para el DNA de cadena senci-
1la como pare el DNA de cadena doble fué de 10-15%,.

Tembién se probd la capacidad de la P32 para precipitar
por si sola DNA de cadena sencilla, y lo que se encontrd fué -
que no orecipitaba mds de un 10% para los dos tipos de DNA., Un
resultado similar fué obtenido al centrifugar los acidos nu --

¢léicos sin adicionar nada.

Con todo &sto se vid que la P32 y los anticuerpos pose-

fan la suficiente actividad para precipitar DNA de cadena sen_

eilla, y ademds que el sistema era altamente especifico.

5.- Immunoprecipitacidén Indirecta y Andlisis Preliminar de --
Cromatina de SV40 Activa en Replicacién.

Para la immunoprecipitacidn de cromatina de SV40 activa

en replicacidn, el primer paso que se did fué el de la separa-

cidn de la cromatina viral de la celular, ¥ la forma de como se

realizé esto asf como el marcaje doble {3H*y 140) de 1a croma-
$ina se encuentra esquematizado en la PFig. 10. Los detalles de

la extraccidn se pueden ver en Material y Métodos.
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PMg. 10. Esquems de Imunoprecipitacién Indirecta de Complejos
Replicativos de SV40. La marca de 3B es incorporada ¥nicamente-
por aquellas moléoulas de DNA que estdn replicando en el momen~
to que se d4 el pulso de 5 min, Despues de separar lz cromatina
celular, la cromatine viral activa en replicacidn es parcialmen
te purificada en un gradiente de sacarosa. La estrategia para -
lograr la purificacién total serfa el uso de la proteifna 32 y -

anticuerpos contra ésta proteina.
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La cromatina viral obtenida (marcada durante un tiempo -
Iargo de 16 hrs. con m4(!---1‘~j.nst:ltiir.lzs»., ¥ durante unm pulso de 5 min,
ocon 3H-Timiclina) fué sedimentada en un gradiente de sacarosa -
(Pig. 10), con la finalidad de lograr la separacidn parcial de
la crometina activa en replicacidn.

En la Mige 11 puede observarse el perfil de sedimentacidn
de la cromatina de SV40 en el gradiente de sacarosa. La cromati-
as viral marcads principalmente con 3B (fracciones 8-11) y que -
representa & la cromatina sctive en replicecidm, migra ligera -
mente el fondo (90 S) en relacidn con la cromatina que ya temrmi
né de replicar (75 S) la cusl se encuemtra principalmente marca
da con 14¢ (fracciones 12-15) y representa aproximadaments el
95% de la cromatina total.

Despuéa de reunir las fracciones ricas en marca de 33 -
(P1, Mg. 11), las cusles representan al complejo replicativo -
parcialmente purificado, y de hacer lo mismo com las fracciones
ricas en marca de 14¢ (P2, Pig. 1ll) que representan al complejo
madure, se evalud la concentracidn de DNA en sambas muestras
mediante el método de agarosa en placa (Fige. 12), con la finali
dad de estandarizar la cantidad de DNA que se usarfa en los en-
sayos frente a &#iferentes ¢concentraciones de P32 y de anticuer =
pos., Generalmente se obtuvieron de 25—35})»3 de cromatina viral
@ partir de 10 cajas de células infectadas,

Io primero que se hizo fué utilizar dos concentraciones-
de protefna 32 (5 y 10 p.g) frente a una concentracidn constante
de DNA (175 ng de complejo replicativo-PlL o de complejo maduro),y



Pig. 1l1l. Patrdn de Sedimentacidn de los Minicromosomas de SV40
en el Gradiente de Sacarosa. Las células se infectaron y marca-
ron como estd indicado en la Pig. 10, ¥y la cromatina viral se -
ultracentrifugd en un gradiente de sacarosa. Se juntavon ague—-
llas fracciones ricas en marca de SH para constituir al complejo
ro;!licativo parcialmente purificado (PL), ¥y se hizo lo mismo --

para el 146 1 cual constituyd al complejo maduro (P2).
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Pig. 12, Cuantificacidn de DNA en Placa de Agarosa, La placa
se prepard como estd descrito enm Material y Metodos, y se eolo
e en ella 10 muestras con una concentracidn de DNA conoci-
da: (1) lpg, (2) 0.5 pgy, (3) 250 ng, (4) 125 ng, (5)~62 ng -
(6)s31 ng, (7)=15 ng, (8)%7 ng, (9)=3 ng, (10) %1 ng; y las
mue‘stras problema: (Pl y PA) complejo replicativo parciaslmente
purificado a 5 y 10 ,J.l respectivamente. (P2 y P2A) complejo ma
duro a 5 y 10 pl respectivamente.






evaluandose a la vez diferentes concentraciones de anticuerpos
(Pig. 13) para cada uma de las dos concentraciones de P32, -
Lo que se encontrd fué un incremento en el porcentaje de preci
pitacidn del complejo replicativo conforme se sumentaba la can
tidad de anticuerpos, mientras que para la P32 =ze vid que el
porcentaje de precipitacidn era muy similar entre las dos con-
centraciones, aunque al parecer era un poeo mayor en la eo:ioe:g_

tracidm de 5 p-g alcanzandose hasta un 60% de precipitacién con
400 g de IgGs

Cuando se puso Unicamente proteina 32, el porcentaje de
precipitacidn no fué mayor de 15%, y cuando mo se agregd nads
al ensayo se obtuvo no més del 10% de precipitacidn. En lo que
respecta sl complejo maduro, se observe claramente (Pig. 13) -
que éste no es precipitable por el sistema de pretefna 32 - an
tiecuerpos.

Enseguida lo que se pretendid obtener fué la concentra-
cidn dptima de protefna 32 para le immunoprecipitacidn del com
plejo replicatiw. Entonces se utilizé una concentracidn cons-
tante de DNA (150 ng de complejo replicativo-Pl o de¢ eomplejo
maduyo), y se adicionaron diferentes concentraciones de'pmteg_
nz 32 (Pig. 14). La concentracién de anticuerpos que se prefi-
rid usar en éste ensayo fué de 200,-13, ¥ lo que se encontrd fué
que era mayor el porcentaje de precipitacidn cuando se utiliza
ban cantidades muy bajas de P32 (del orden de aproximadamente-
1 Pg), alcanzandomse casi un 40% de precipitacién del complejo
replicatiw, Por su parte cuando se ad_icionamn golamente los

enticuerpos contra la P32, pe precipitd de 20-30% del complejo
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Pig. 13. Concentracidn Optima de Anticuerpos. La cromatina
viral se extrajo como estd mostrado en la Fig. 11. Se usaron
100 p1 de complejo replioativo-Pl (0—0) por ensayo con una
concentracidn de 5 pg (a) y 10 pg (b) de P32, incubandose du
rante 1 hr a 4°C, Se adicionaron diferentes concentraciones
de anticuerpcs contra la P32 y se incubd nuevamente por 1 hr
a 4°C. Se centrifugd e 12,000 x g durante 15 min, y se evalud
la radicactividad en el sobrenadante, Lo mismo se hizc para
el complejo maduro-P2 (&—dA),
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Fig. 14. Concentracidn de Proteina 32, Se utilizd una cantidad
constante {150 ng) de complejo replicativo-Pl (O—O) por emsayo
¥ se incubd con diferenteé concentraciones de P32 durante 1 hr.
a 4°C, Después se adicionaron 200 Pg de anti-P32 por tubo y se-
incubd nuevamente por 1 hr. a 4°C. Se centrifugd a 12,000 x g
durante 15 min. y se evalud 1ls radioactividad en el precipitado
{a) y el sobrenadante (b). Lo mismo se hizo para el complejo -

maduro (&—d),
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replicativo.

En lo que respecta al complejo madurc, se observd que -
no se precipitd, bajo las condiciones anteriormente descritas,
més de un 20% (Pig. 14).

Daepués paré encontrar la concentracién éptima de P32 -
dentro del rango de O hasta aproximadamente 2).g, se utilizé -
una concentracidn constante (175 ng) de complejo replicativo-Pi,
la cusl se inoubd oon diferentes concentraciones de P32 (MPig.-
15) dentro del rango mencionado. Esta vez se usd una concentra
cidn de anticuerpos de 400 )g y se encontrd que 1 Mg de P32 -
(relacidn P32/DNA = 6) era suficiente para slcamzar de 50-55%-
de precipitacidn. Muevemente se observd que los antlcuerpos por
8f solos precipiten de 20-30% del complejo replicatiwvo.

Para optimizar ain méds laa condiciones de la irmunopre-
cipitacidn del complejo replicativo por el sistema de proteina
32 - anticuerpos, se probaron diferentes tiempos de incubacidn
¥ 2 temperaturss (4 y 32°C) para la protefna 32, Fl resultado-
obtenido se muestra en la Fig. 16, en donde se vé gque un tiem-
po de 2 hr., es suficiente pars alcanzar de 55-65% de precipita
eidn = una temperatura de 4°C, En lo que respecta a la tempera
tura de 32°0, no Qe detectaron oclaras diferencias en relacidn-
con la temperatura de 4°C, por lo que se prefirié continuar -
empleando ésta Wltima,

Las dos condiciones de tiempo y temperaturs de incuba -

oidn ensayadas para la P32 se evaluaron ahore con los anticuer
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Pig. 15. Concentracidn Optima de Protefna 32. Una cantidad -

constante de complejo replicativo parcialmente purificado -—-

(175 ng) se incubd con diferentes concentraciones de P32 du _
rante 1 hr. a 4°C. Enseguida se adicionaron 400 Mg/tubo de -

anti-P32 y se ineubd nuevamente por 1 hr. a 4°C. Se centrifugd
a2 12,000 x g durante 15 min. y se evalud la radioactividad en

el precipitado (a) y el sobrenadante (o).
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Pig. 16. Tiempo de Incubasocidn y Temperatura Optima para la
Protefna 32. Una cantidad constante (175 ng) de complejo re
plicativo parcialmente purificado se incubd con 1 )\g de P32
a diferentes tiempos. Las reacciones fueron paradas por la
adicidn de 4OOP-g de anti-P32 por tubo, incubandose por 1-
hr. 8 4°C. Se centrifugd a 12,000 x g durante 15 min. ¥y se-
evalud la radioactivided en el precipitado (a) y el sobreng
dante (b). (0—o0) 4°C, (a—a) 32°C.
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pos (Pig. 17), solo que las temperaturas ésia vez fueron 4°C y
37°C. Lo que se observd fud gque um tiempo de 2-4 hr. & la tem-
peratura de 4°C era suficiente para alcanzar de 50-70% de pre-
cipitacidn del complejo replicativo, y que éste porcentaje era
elcanzado en 1 hr. a 37°C. Este resultado se observd tomandose
en cuenta el % de DNA en el sobrenasdante (Fig. 17b), pero si -
se toma en cuenta el resultado obtenido en el precipitado (Fig.
17a) no se observa una clara diferencia entre las dos tempera-
turas ensayadas. Entonces se decidid considerar a la temperatu
ra de 4°C como la temperatura de irmunoprecipitacidn, tomando-
se también en cuenta que en ésta temperatura se encuentra el -

complejo desde que se inicia 1la extraccidn.

Con todas las condiciones previamente descritas se ex -
plorq la posibilided de si el sistema de protefna 32 - anticuer
pos precipitaba inespecificamente al complejo maduro. Para --
ello se obtuvo cromatina de SV4A0 marcada dnicamente durante un
tiempo largo (16 hrs.) con 3H.Timidina, pero con una gran canti
dad de cuentas por minuto/tg de DFA. Esto se hizo con la fina-
lidad de poder diluir al complejo maduro y evaluar diferentes-
concentraciones de éste en la irmunoprecipitacidn, La cromati-
na viral extrafda se sedimentd en un gradiente de sacarosa -
(Pig. 18) y se reunieron las fracciones con mayor cantided de-
radioactividad (P2) las cuales contenfan al complejo maduro. -
También se reunieron las fracciones aque se sabia correspondian
al complejo replicativo (P1, Fig. 18) y a partir de estas dos-
muestras se realizd el ensayo. Se utilizaron 3 concentraciones
diferentes de complejo maduro (Fig. 19) y una de complejo re -

plicativo, adicionandose una cantidad constante de P32, y -
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Pig. 17. Tiempo de Incubacidn y Temperatura Optima para los
Anticuerpos contra la Protefna 32. 175 ng de complejo repli-
cativo parcialmente purificado se incubaron con 1})-g de P32-
durante 2 hrs. a 4°C y después se adicionaron 400 J& de anti
P32 incubandose a diferentes tiempos. La reaccién se pard --
por centrifugacidn a 12,000 x g durante 15 min. y se evalud-
la radioactividad en el precipitado (e) y el sobrenadante -
(v). (a—a) 4%, ({0—0) 37°C.
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Pig. 18. Perfil de Sedimentacidén del Complejo Maduro. Las ¢é-
lulas CV1l infectadas con SV40 se marcaron a las 24 h.p.i. con
200 J*Ci /caja de SE-Timidina durante 16 hrs. A las 40 h.p.i. la
cromatina viral se extrajo como estd descrito en Material y Mé
todos, y se someti1é a una sedimentacidn en un gradiente de sa-
carosa, Se juntaron las fracciones que contenfan la mayor canti
dad de radioactividad (complejo maduro) para constituir a P2.-
Pl es el complejo replicativo parciaelmente purificado que en -

&ste caso no es deteotable.
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Pig. 19. Ensayo de Precipitacién del Complejo Maduro. Tres -
concentraciones diferentes de complejo maduro se incubaron con
1}lg de P32 durante 2 hr., a 4°C, y enseguida se adicionaron -
400 pvg de anti-P32 incubandose durante 4 hr. a 4°C, Se centri
fugd a 12,000 x g durante 15 min, y se evalud la radioactivi-
dad en el precipitado (a) y el sobrenadante (b). (&——d) com-
plejo maduro directo. (&—A) complejo maduro dilucidn 1:5., -
(B—8) complejo maduro diluecién 1:25., (0—O) complejo repli-
cativo directo. Para cada emsayo se utilizaron 100 Ml de com-
plejo.
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variandose la concentracidn de anticuerpos. Lo que se encontns
fué que el complejo maduro no era vrecipitable por el sistema -~
de proteina 32 -~ anticuerpos, obteniendose como méximo un 20% -
de precipitacidn si se toma en cuenta la radioactividad en el -
precipitado (Fig. 19a), y un 20% (complejo maduro directo y di-
lucidn 135) 6 40% (dilucidn 1:25) tomandose en cuanta el porcen
taje de DNA en el sobrenadante (Fig. 19b). Bn cuanto al comple-
Jo replicativo, se observd que la immunoprecipitacidn de éste -
no es detectable con este tipo de experimentos (sin marcaje de
pulso), ya que no hubo una clara diferencia en el porcentaje de

precipitacidén en relacidn con el complejo maduro.

Una vez establecido que el complejo maduro no era preci-
pitable por el sistema de proteina 32 - anticuerpos, se proce -
did a aplicar las condiciones dptimas de immunoprecipitacidn -
del complejo replicativo para modificar el procedimiento de pu-
rificacién parcial de complejos replicativos de SV40 en el gra-
diente de sacarosa. Para ésto,se obifuyo la cromatina viral (Fig.
20)y se incubd con la protefna 32 y los anticuerpos antes de =
ser sometida a sedimentacidn en el gradiente de sacarosa. Fina-
lizada la migracidn, se fracciond el gradiente y se encontrd -
que en el fondo del 4tubo habfa un precipitado que contenia una-
gran cantidad de marca de 3 (correspondiente a complejos repli
cativos) (Pig. 21). También se observd que parte de ésta radio-
actividad se encontraba dispersa en las fracciones del fondo -
del tubo (fracciones 1-12), y que el patrdn de sedimentacién -
del complejo maduro (marcado con 14G) no habfa sufrido altera -
cidn alguna. En el precipitado se detectd una pequefia cantidad-

de 140, pero conviene aclarar aqui que los minicromosomas acti-
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Pig. 20, DModificacidn al Método de Separacidn de Complejos
Replicativos de SV40. En el esquema se muestra como antes de
la sedimentacidn en el gradiente de sacarosa se puede incubar
2 la cromatina virel con proteina 32 y anticuerpos bajo las-
condiciones dptimas encontradas, y obtener la precipitacidn-
de complejos replicatiwos al ultracentrifugar el gradiente -

de sacarosa.
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Pig. 21, Perfil de Sedimentacidén de la Cromatina de SV40
Tratada con Protefna 32 y Anticuerpas, en el Gradiente de
Sacarosa. Las células se infectaron y marcaron como esté
indicado en la Rig. 20 y la cromatina viral (extrafds se-
gin Material y Métodos) se incubd con 10 gbg de P32 duran-
te 2 hr. a 4°C., Después se zdicionaron 4 mg de anticuer-
pos contra la P32 y se incubd por 4 hr. a 4°Cu La mezcla
de reaccidn resultante se ultracentrifugd en un gradiente
de sacarosa y se colectaron fracciones de 340 }Ll. El pre-
cipitado (P) en el fondo del tubo se resuspendid en 340

Ml de amortiguador A25 y se determind su radioactividad -

asf como la de cada una de las fracciones del gradiente,
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vos en replicacidn tamBién estédn mareados con 14g en las cade -
nes parentales del DNa,

Para comprobar que el material presente en el precipita-
do obtenido en el gradiente de sacarosa era realmente complejos
replicatiwos de SV40, se sometid una muestra a electroforesis -
en gel de agarosa, al igual que otras muestras de algunas de -
las fracciones del gradiente (Fig. 22), y lo cque se vid fué que
efectivamente se trataba de tales complejos replicativos., Ade -
més se obseryd que &€stos complejes replicativos se encontraban-
en gran cantidad em el precipitado (en relacidn con otras - -
fraceciones del gradiente) siendo facilmente observados incluso-
con el colorante Bromuro de Etidio en luz ultravioleta de onda-
corte (Fig. 22a, Garril P),

As{ mismo una muestra del precipitado obtenide (Fig. 21),
gl igual que otras mueatras de varias fracciones del gradiente-
de sacarosa se sometid a electroforesis en gel de Poliacrilemi-
da-SDS (Fig. 23), y se observd que en éste precipitado se encon
traban las cadenas pesadas y ligeras de los anticuerpos, la pro
tefna 32, las histonas (detectables también en las fracciones -
que contienen al complejo maduro), y 5 protefnas que se encon -
traban dmicamente en ésta muestra, seguramente pertenecientes a

la maquinaria de replicacidn,

Por dltimo se realizd un experimento en el que se ultra-
centrifugaron dos gradientes de sacarosa en paralelo, uno de -
los cuasles contenfa cromatina de SV40 previamente tratada con -
P32 y anticuerpos, y otro que mo habfa recibido tratamiento --
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Fig. 22, Analisis Electroforético en Gel de Agarosa de Croma-
tina de SV40 Activa en Replicacidn Inmunoprecipitada en un --
Gradiente de Sacarosa con Protefna 32 y Anticuerpos. La crome-
tina de SV40 tratada con P32 y anti-P32 se ultracentrifugd co-
mo estd descrito en la Pig. 21, y muestras de las fracciones -
con mayor radioactividaed asf{ como del precipitado obtemido se-
sometieron a electroforesis en gel de agarosa (a), del cual --—
despues se obtuyo una sutorradiograffa (b). (15, 16) fraccio-
nes ricas en complejo maduro. (2, 3, 4, 8 y 10) fracciones -
del drea del complejo replicativo. (P) precipitado. (Ori) -
origen de la migracién. (R) complejos replicativos., (SV) mar
cador de SV40, (P I, P II y P III) las tres formas del comple
jo meduro, superhelicoidal, cireular y 1lfneal respectivamente.
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Pig. 23. Analisis Electroforetico en Gel de Poliacrilamida-SDS
de Cromatina de SV40 Activa en Replicd@eidn Immunoprecipitada en
un Gradiente de Sacarosa gon Piotefna 32 y Anticuerpos. Mues —-
tras de las fracciones del gradiente de sacarosa descrito en la
Fig. 21, asf como del precipitado obitenido, se sometieron a elec
troforesis en gel de Poliaorilamidae-SDS, (1, 2, 3, 4, 5, Ty 9)
fraceiones del drea del complejo replicativo. (11, 13, 14, 15,-
16, 17, 19 y 21) fraccio.nes del 4rea del complejo maduro. (P)-
précipitado. (P32) marcador de proteina 32, (A) marcador de -
anticuerpos. (4l) cadenas pesadas de los anticuerpos. (A2) ca

denas ligeras de los anticuerpos. (H) histonas,
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alguno, Al fraccionar los gradientes, muevamente se encontrd un
pregipitado con marca de 3H en el gradiente tratado com P32 y -
anticuerpoe (aunque la cantidad de radioactividad fué menor en-
relacidn con el experimento anterior) mientras que en el gra —-
diente que no habfa recibido tratamiento no se encontrd tal pre
cipitado., En la electroforesis en gel de agarosa (Pig. 24a) se
vid nuevamente gue el precipitado obtemido comtemfa complejos -
replicativos de SV40 altamente puros, y en gel de Poliacrilami.
da-SpS (PFig. 24b) se volvid a encontrar que éste precipitado -
conten{a, aparte de la P32, los anticuerpos y las histonas, --

algunas protefnas que eran UYnicas en ésta muestra.
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Pige 24. Le cromatina de SV40 (extraida segin Material y Héto-
dos) se incubd con P32 y anti~P32 de acuerdo a como estd deseri
to en 1a Fig. 21. Despues se ultracentrifugd en un gradiente de
sacarosa (Pig. 21) y en paralelo se corrid otro gradiente con -
una muestra sin P32 ni anti-P32 (Fig. 11). a) Muestras de las-
fracciones de embos gradientes se sometieron a electroforesis -
en gel de agarosa, del cual se muastra la autorradiografias Gra
diente sin tratamientos (Carril 1) complejo replicativo; (Ca-
rril 2) complejo maduro; (Carriles 3 y 4) precipitado, 60 y 30
1 respectivamente, Gradiente ocon P32 y anti-P32: (Carril 5)-
complejo replicativo; (Carril 6) complejo maduro; (Carriles -
7 y 8) precipitado, 60 y 30 )1 respectivamente. b) Electrofore
gis de las fracciones de ambos gradientes en gel de Poliacrila-

mida SDS. (Carril 1) marcedor de P32. (Carriles 2, 3 ¥y 4) com

plejo replicatiwo, complejo mesduro, y precipitado del gradiente
con P32 y anti-P32 respectivamente. (Carriles 5, 6 y 7) comple
jo replicativo, complejo maduro y precipitado del gradiente sin
tratamiento respectivemente. (Carril 8) marcsdor de anticuer--
poss (Al) cadenas pesadas; (A2) cadenas ligeras. (Carril 9) --

marcadores con peso molecular indicado,
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AKALISIS DE RESULTADBO S
Y
DISCUSION

El procedimiento empleado en éste trabajo pars la obten-
cidr de lz protefna 32 es el mismo que est4 reportado por Bitt-
ner, et al.{39), sin embargo hubo una diferencia en cuanto =al
rendimiento obtenido, ya que ellos reporten la obtencidn de 156
mg de P32 a pertir de 60 g de bacterias, mientras que aquf se
obtuvieron uricamente 96 mg. La diferenciz en éste resultado po
siblemente se deba a una desigual produceidn de ls P32 por las
bacterias desde el momento mismo en cue éstas han sido infecta-
das por el bacteridfago T4, pudiendo afecter las condiciones -
mat_iioambientales {(nutyientes, pH) que estdn bien controladas en
un fermentador (empleado por Bittner y colaboradores) durente
el crecimiento e infeccidn de las bacterias, y no en los fras-
cos emplemdos en éste trabajo, en los que Unicamente se contro--

14 a2 la temperatura.

Pn el ensayo de precipitacidn de DNA de cadena sencilla-
se reprodujeron los datos obtenidos por Rosales (52), sin embar
go en nuestro ensayo se encontrd un 35% de precipitacidn para -
el DNA de cadena doble, Esta pre‘oipitaeicfn:se pude haber debido
a la interaccidn de la P32 con extremos de DNA de cadena sendi-
11z foxrmados en algunos fragmentos de DNA de cadena doble al -
momento del rompimiento de éste con la jeringa durante su obten

Gidno
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El dato de que el complejo maduro no es precipitable por
el sistema de protefna 32 -~ anticuerpos es algo que ya habia -
sido encontrado por Rosales (52), y el 40% de nrecivitacidn oue
se obtuvo (si se toma en cuenta el porcentaje de DNA en el sobre
nadante, Pig. 19b) puede ser un dato irreal, ya que no existe -
una correspondencia entre la radioactividad en el precipitado y
el sobrenadante (Pig. 19).

El presente trabajo d4 evidencias de que la protefna co-
difionda por el gen 32 del bacteridfago T4 interacciona econ el
complejo de replicacidn de SV40, pero no muestra si la inte —-
raceidn es con regiones desnudas de DNA de omdena sencilla pre-
sentes en el complejo (29), o bien con alguna de las proteinas
de la maquinaria de replicacidn eucaridtica, que pudieran tener
slguna homologfa con las protefnas de procariotes (17). Se sabe
que la proteimas 32 interacciona con otras protefnas de la maqui
naria de replicacién del bacteridfago T4 {(como 1z DNA polimera-
sa), e incluso se ha utilizado a la P32 para purificar a tales-

protefnas {54},

Con respecto a los anticuerpos contra la P32 empleados
en €ste trabajo, se observd que se requiere de grandes cantide~
des de anticuerpos (400 pg de Igﬁ/?g de P32) para lograr de 60-
70% de precipitecién de los complejos replicativos (PL) (150 ng),
El empleo de grandes cantidades de anticuerpos puede representar
un problema en el momento de imtentar la deteccidén de proteinas
del complejo que se encuentran en muy baja cantidad, ya oue és-
tas protefnas de alguna manera pueden ser emcubiertas por la
gran cantidad de anticuerpos. Una alternative a ésto podrfa ser



la purificacidn de los anticuerpos mediante el empleo de una -
columna de afinidad con la P32 acoplada. Con 4ato quizd =e obh-
tendrfan anticuerpos altamente especificos y se podrfa empleawr

una menor cantidad en la inmunoprecipitacidn,

El que los anticuerpos contra la P32 precipitaran un s
cierto porcentaje (de 20 a 40%) del complejo replicativo de -
SV40 por sf solos, fué un hecho gque se noté a lo largo de va -
rios experimentos en los que se probd éste control. Este hecho
se pudo haber debido a un reconocimiento inespecifico de los -
anticuerpos, 0 bien a la existencia de un cierto porcentaje de
homologfa entre slguna proteina propis del complejo, y la P32,
Esta homolog{a finalmente puede originar reacciones cruzadas -
para un mismo anticuerpo., Quiza el emplec de alguna téenica -
como la de inmunotransferencis de protefnas podria ayudar a es
elarecer si realmente los anticuerpos contra la P32 reconocen-

alguna protefna del complejo de replicacidn de SV40.

Ios dos ultimos experimentos de éste trabajo muestran -
que los complejos replicativos de SV40 separados por el siste-
ma de proteina 32 -~ anticuerpos son altamente puros (Fig. 22 y
24a), y estén completamente separados del complejo maduro. Sin
embargo la causa de la diferemcia en la cantidad de complejos-
precipitados entre estos dos experimentos es algo que permane-
ce por ser determimado. Algunos sutores ya han realizado otros
intentos para lograr la purificacidn total del complejo de re-
plicacidn de SV40 (18). Wagar & Huberman (58) han reportado -
uno de &stos intentos, que consiste en la filtracidn en gel -~
(Sefarosa 4B), en la cusl se mantiene uma baja fuerza idnica -
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(previniendose 1la perdida de alguna de las protefnas del com-
plejo), pero que finaluente mo proporciond el resultado espers
do ya que ambos minicromosomas maduros ¥y replicativos eluyeron
en el volumen va¢io, con lo que no obtuvieron separacidn algu_
na. Estos mismos autores (58), han reportado el empleo de otras
téonicas como son la de centrifugacidn isopienica en gradientes
de Metrizamida y la de electroforesis en geles de Agarosa, las
cuales segin ellos si proveen de una buena separacidn entre -
los minjcromosomas maduros ¥y los replicatiws, pero desafortu-
nademente la activided de sintesis del DNA jp yitro es defecti
va o se pierde totalmente en los complejos de replicacidn puri
ficadog, indicando que existe la perdida de algunos de las com

ponentes del complejo durante la separacidn.

La actividad de sfntesis del DNA en los complejos repli
cativos purificados mediante el sistems de protefna 32 - anti-
euernos posiblemente es dificil de evaluar, por la preseacia -
misma de los anticuerpos y la P32 gue de alguna manera podrfan
bloqueey el paso de. la DNA polimerasa. Sin embargo, queda como
glternativa el empleo de columnas de P32 o de anti-P32 en la -
purificacidn de los minicromosomas activos en replicecidn. EL
uso de tales columnas {P32 o anti-P32 acoplados a alguna resi-
na) podria vroveer de ciertas ventajas al momento de evaluar -
le capacidad de sintesis del DNA en los corr;plejc)s de revlica -
cidn purificados, ya aque en éstos ya no estarian presentes los

anticuerpos o inclusc 1la P32,

Un objetivo posterior a éste trabajo, podris ser la --

identificacidn de la posible funcidn de algunas de las protei-



nas presentes en los complejos replicativos purificados por el
sistema de protefna 32 - anticuerpos. En la figura 23 se mues-
tran 5 protefnas gue se encuentran vnicamente en el precinita-
do que contiene a los complejos replicativos. La proteina 17 -
(con Mr superior a los 170 Kd@) posiblemente sea uno de los =
fragmentos que forman parte de la DNA polimerasao{, ya que en-
timo de ternera Holmes (17) ha reportado un peso molecular —-—
para ésta enz{ma de 210 a 230 Kd, y en higado de la rata -
de Recondo (17) ha reportado valores similares en el peeo mole
cular de ésta protefna. Asf mismo Baril (17) ha reportado un -
peso molecular de 220 Kd para la formao(j de la DNA volimerasa
en ¢élulaes Hela, Sin embargo la existencia de una gran canti -
dad de variables (el modo de electroforesis en gel, el tipo de
eélulas empleado, la sensibilidad de la enzfma a degradacidn -
proteolitica, y la existencia de multiples formas de la({-poli
merasa), durante la evaluacién del peso molecular de la DNA po
limerasa ® (en varios eucariotes), ha originado que se haysn -
reportado valores desde 70,000 hasta 1 millén de daltdnes en ~
su peso molecular (17). Con respecto a la protefna 2? (Fig. -
23), que presenta una Mr ligeramente superior a los 94 Kd, po-
siblemente se trate de otro fragmento de la DNA polimerasa ol .
Hilbssher (17) ha reportado la existencia de un core catalftico
de aproximadamente 125 Kd en la DNA nolimerasaol de timo de -
ternera y en varias DNA polimerasas de prooariotes y eucario-
tes inferiores. El empleo de anticuerpos contra la DNA polime-
rasa O podrfa ayudar en la identificacidn de los componentes -
de &sta enzfma en los complejos de replicacidn obtenidos en -

date trabajo.
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Otra proteina que posiblemente esté presente en los com-
plejos replicativos de 3V40 purificados mediante ¢l sistema dec
protefna 32 - anticuerpos, podrfa ser el antfgeno T, del cual -
Be conoCe gque es necesario para la iniciacidn de la sintesis -
del DNA (7,9,55)s Se han reportado pesos moleculares de aproxi-
mademente Bl KA para el antfgeno T grande, y 27 Kd para el ant{
geno T pequefio (9), los cuales podrfan corresponder con las pro
tefnas 3! y 5% (Pig. 23) que estdn presentes en los mencionados
complejos de replicacidn purificados., Nuevamente el empleo de -
anticuerpos podrfa representar una excelente herramienta en la-

elucidacidn de ésto.

Pinalmente con respecto a la proteina 47 (Pig. 23), con-
Nr intermedia entre 33.5 y 55 Kd, seguramente se trata de algin
otro componente del complejo, de los cuales probablemente debe-
habér muchos mas (topoisomerasa, ligasa, desestabilizadora de -
hélice, etc.), ¥y gue para su identificacidn podrian requerir -
de una elucidn a partir del gel de poliacrilamida-SDS, seguida-
por una renaturalizacidn (56} y posterior evaluacidn de su acti
vidad,

La purificacidn y analisis de sistemas como el del com -
plejo de replicacidn de SV40, de alguna manera contribuyen para
un mejor entendimiento de algunos de los eventos de la replica-
cidn de la cromatina (fase del cfclo celular relacionada con =
fenomenos de divisidn, diferenciacidn y transformacién celular),
log cuales suceden de una manera muy similar en los cromosomas-

de la2s células eucarioticas.
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CONCLUSION

Le proteina 32 del bacteridfago T4 de alguna maners -
interacciona com sl complejo de replicacidm de SV40 por lo -
que mediante el empleo de um sistema de protefma 32 - anti -
cuerpos se puede precipitar, bajo las condiciones dptimas en-
contradas, de 60-70% de tales complejos. Se sugiere que ésta-
estrategia puede servir para concentrar y purifiear al comple

Jjo de replicacidn de SV40 para su posterior andlisis,

La protefna 32 como tal, no es suficiente para precipi
tar el complejo de replicacidén de SV40, mientras que los anti
cuerpos por sf solos precipitan de 30-40% del susodicho com -
plejo.

En lo que respecta al complejo maduro, éste no es preci
pitable por el sistema de protefma 32 - anticuerpos bajo las-
condiciones dptimas de precipitacidm del complejo replicativo.
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