
Universidad Nocional Autónoma de México 

Escuela Nacional de Estudios Profesionales 

"IZTACALA" 

CARACTERIZACION Y PURIFICACION PARCIAL DE LA RNA 

POLIMERASA 11 SOLUBLE EN CELULAS EUCARIONTES. 

T·E···slS 
. Que pa~o optar el Título de: 

.B 1 O L O G O 

· ..... presento 

··. FLORIBER.TQ> MIG~EL {RUZ 

,-; _, . 
....... ~-t 



UNAM – Dirección General de Bibliotecas Tesis 

Digitales Restricciones de uso  

  

DERECHOS RESERVADOS © PROHIBIDA 

SU REPRODUCCIÓN TOTAL O PARCIAL  

Todo el material contenido en esta tesis está 

protegido por la Ley Federal del Derecho de 

Autor (LFDA) de los Estados Unidos 

Mexicanos (México).  

El uso de imágenes, fragmentos de videos, y 

demás material que sea objeto de protección 

de los derechos de autor, será exclusivamente 

para fines educativos e informativos y deberá 

citar la fuente donde la obtuvo mencionando el 

autor o autores. Cualquier uso distinto como el 

lucro, reproducción, edición o modificación, 

será perseguido y sancionado por el respectivo 

titular de los Derechos de Autor.  

 



CONTENIDO. 

1) ABREVIATURAS. 

II) RESUMEN • 

Ill) INTRODUCCION ..• , •.••.••....•.• , •. , ••.•••••.•••.. 

1) Composición en Histonas. , ..•.••.•.••. , .•.•.. , •. 
2) 

3) 

4) 

S) 

IV) 

V ) 

VI) 

l) 

2) 

Proteínas No-histonicas .•.••••.•••...•.•.•.•.•. 

Estructura de la Cromatina Activa •.....••.....• 

RNA Pol imerasas. • •.•.••.•• , ••. , , , •........•... , 

Virus SV40 ..••..•...•....•••.••.•........•....• 

OBJETIVO DEL TRABA.JO. • •..•.•.•...•..•... , .••... 

MATE.RIAL .•.•..•..•.••....••.•.. , , .• , •.•.....•.. 

METODOS ••••••••••••.••••••.• , ••••• , , . , •••• , , ••• 

Obtenci6n del Virus SV40 .•.•.•...••.•.....• , •.• 

Obtención del complejo transcripcional de SV40,. 

2 

6 

& 

1 s 
22 

24 

27 

27 

28 
3) Electrofor&sis de Proteínas en geles de acrilam! 

da en gradiente •.•. : •••• , . , , •• , ....•.•.. , ..•..• 30 

4) Tinci6n de Proteínas en geles de acrilamida con-

Ni.trato de plata ................ , .. • • . .. . . • . .. • 33 

.Iridafi6n y Recuperación de Proteínas •••.•• ·••••. 34 
Digestión proteolítica r mapeo peptídico de. las-

subunidad·es. • •.•.•.•.••.•• ; •.• , • • . . • • • • • • . • • • • • 36 

P~ell~rad6n de la Pr?teína A" 125!. . • • . • • • • • • . • . 37 

Sepa: ración de, la RNA polimerasa II libre. de la. " 
•.•••••••••.••• ··•••••••••••••• •• • • • • • • . • • ·3s 

en Sephadex G·'.ioo . ...•••. ; • • • • . • . .4Q 
f{eparfÍ!~~A·~arosa •••• ;. ; • • • .. • . 41 

d~.; Ptoteína •••••••••••••.•. , • • . • 42 

'', _: :., :· : ' .:· . . -~- . . .. . . . ' . '.: ' ,• ;' 

·,,. ·•··.• ........ 4 • ~-,.. .,. ... t·. ~ •.•.•• -~ .......... _ .... • .• 

~A',polimerasa'..11 unida·a~C 
.de .. SV40:~· 



2) Caracterización de la RNA polimerasa 11 libre y

unida, tonto en c61ulas CV-1 como en hepatocitos 

de rata ..•......... , .•.. , . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 53 

3) Solubilizaci6n de la RNA pollmerasa TI asociada-

ª la cromatina con el detergente sarkosyl ... . . .. 75 

VIII) 

IX) 

DI SCUS ION ...................................... . 

REFERENCIAS .................................•... 

80 

84 



ADN 

ARN 

A 

cpm ',;, .. 
CTV •• ¡¡: 1 

DNasa 

DTT 

EDTA 

12 s1 

KI 

mCi 

NHCP 

. 32P 

PMSF '.'.' 

. .. . . . 

ABREVIATURAS, 

Acido desoxirribonucleico, 

Acido ribonucleico. 

Angstrom. 

Cuentas por minuto, 

Complejo de transcripción Viral. 

Dcsoxirribonucleasa. 

Dithiothreitol, 

Acido etilendinitrilo tetraacetico, 

Iodo 125. 

Ioduro de potasio. 

Mili Curles, 

Proteinas Cromosomales No Histonicas. 

Fosfo1·0 32 • 

Fenil metilsulfonil fluoruro. 

P·bis Z (S~Feniloxazolil) - benceno. 

2. 5 • o·ifeniloxazo1 • 

Dod~cil Sulfato de .Sodio, 

Simian Virus 4lL 

Acido Tr:i.Cioroacético • 

. .. T.rietanohmina. 



Actualmente, se conocen 3 clases de RNA polimcrnsas en-

células eucariontcs. 

Estas clases cnzim{iticas difieren entre sí en sus rcqu~ 

rimientos ionicos, localizaci6n y función transcripcional. La 

RNA polimerasa I se encuentra en el nucleolo, sintetiza los -
~ 

RNA ribosomales y es insensible a la ~-amanitina, la RNA pal! 

merasa lll, se encnentra en el nucleoplasma, sintetiza los - -
? 

tRNA y 5 S ribosomalcs y es sensible a alta~ dósis de "-amani 

tina la RNA polimerasa 11 se localiza en el nucleoplasma, - -
·¡ 

transcribe los hnRNA y e~ sensible a bajas dósis de ·-amaniti 

na .. 

Se han reportado distinws especies enz.im3ticas dentro -

de cada clase y estas especies varian dnicamentc en el P.N.--

de la subunidad mas grande. Con respecto n ln RNA polimerasa-

11, se conoce la existencia de tres especies diferentes cono

cidas como IIO, IIA y lTB, esta~' especies difieren únicamente 

en el P.M. de ln subunidad mayor de cada especie conocidas c~ 

mo Uo (240 Kd), Ila (214 Kd) y I!b (180 Kd); se sabe que la-

~specie 110 ~epresenta menos del 10\ con respecto a las otras 

especies en las purificaciones convenci6nalus <le la enzi 

El ~ésto de las·subunidades muestra el mismo patrón elec

las tres especies • 

. sabe de la existencia .de dos estados fuhcio

.la c6lula, .estas dps poblaciones se co~ 

f asociada a .ia cromatina". Se sabe ql.!e la· 

activa para templados ex6genos mientras ., 

DNA céluliir ~ 



El objetivo del presente trabajo fue determinar la com-

posici6n peptída tanto de la enzima libre como la de la pobla

ci6n asociada a la cromatina, después de separar estas dos po

blaciones tanto en c6lulas CV·l como en hepatocitos de rata. 

Se encontr6 que la poblaci6n libre esta compuesta principalme~ 

te por la especie II B mientras que la poblaci6n unida es rica

en la especie 110. Asimismo, se encontr6 que esta dltima espe

cie es altamente resistente al tratamiento con sarkosyl, un de 

tergente que desprende todas las proteínas asociadas al DNA P! 

ro respeta a la RNA pollmcrasa activa en transcripci6n. Estos

rcsultados sugieren que la especie IIO esta involucrada en los 

procesos de reconocimiento e iniciaci6n especifica de la trans 

cripci6n, mientras que la especie IIB pudJcra ser una forma -

degradada de la enz~na después de la transcripci6n. Al mismo -

tiempo, estos resultados sugieren que, al menos en extractos -

- nucleares crudos, la especie IIO es la forma predominante de -

la enzima y que 6sta es ficil de degradnrse cuando los ndcleos 

son sometidos a sonicaci6n; este 01timo tratamiento es un m&to 

de rutina para solubilizar la enzima durante su purifica--" 
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INTRODUCCION, 

Una de las mayores dificultades que se presentan al abo! 

dar el estudio del genoma en organismos eucariontes, es su ele 

vado nivel de complejidad, 

En dichos organismos, el material genfitico esta fornrando 

complejos con proteínas; el DNA de c61ulas eucariontes se en--

cuentra asociado a una compleja estructura nucleoproteica for-

mando la cromatina celular (1). 

Las proteínas asociadas con el DNA en la cromatina se di 

viden principalmente en dos grupos: Histonas y proteínas no--;· 

hist6nicas. 

COMPOSICION EN HISTONAS. 

Las .histonas son un grupo de proteinas de bajo peso mol! 

cular y altamente básicas, se conocen principalmente cinco cla 

ses de ellas (2), de las cuales, cuatro (H2a, H2b, H3 y H4) --

forman un oct&mcro con dos rnol6culas de cada una de ellas. Es-

te octimero compacta secciones de aproximadamente 200 pares de 

bases de DNA helicoidal de doble cadena pera formar masas esf! 

diferenciadas de 100-125 A de diámetro (nucleosomas) -•-

(2,3). El análisis con nuclcasa micrococal revela que estas-su~ 

un'idailcs· están formadas por una partícula central o "core" -

octlimero de histonas y una cantidad constante

de D~A (140 pares de bases) y una fracción de DNA enlaz:ante o-
,_ . ,·. 

que une a las partículas •icore" entre sí; la longitud 

var[~de 15 ~ 100 pares de bases aproximadamente, ~e-

y tejido en estudio (4). (fig.1a.). 
. . 

la quinta histona (Hl), sea uno delos 
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factores que controlen la expansión y contracción cromos6mica -

durante el ciclo mitótico, como también de la cromatina interfá 

sica durante la diferenciación celular. 

El primer nivel de organización de la cromatina es final

mente la cadena nucleosomal (una fibra de aproximadamente 100 -

A de grosor) que compacta el DNA aproximadamente 6 veces. El se 

gundo nivel de organización es una fibra de anroximadamente 250 

A de diámetro, que es generado uor el enrrollamicnto helicoidal 

de la cadena nucleos6mica, con aproximadamente 6 nucleosomas 

por vuelta originando una estructura en forma de "solenoide" 

(5). Esta fibra compacta el DNA aproximadamente 40 veces y nec! 

sita la participación de la histona Hl , Esta fibra de 250 A se

enrolla a su vez formando los cromómcros y éstos al empacarse -

aun más, forman el cromosoma methfásico, el cual, tiene un gra

do de compactación de aproximadamente 7 000-10 000 veces (6) -

fig. lb. 

El arreglo básico de la cromatina persiste durante todo -

el .ciclo celular; la cromatina mitótica, altamente condensada, -

mismo contenido en histonas que las fibras interfási-

.. · cas, siendo éstas mucho más extcmdidas. Li:i condensación de los

sin embargo, con una modifi 

las histonas, las cuales pueden ser fosfori -

y metiladas (7,8). 

además de .lashisfonas se encuentran uria 

hist6nicas. 
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FIGURA 1,• NIVELES DE ORGANIZACION DEL DNA EUCARIONTE, 

a) El DNA esta acomplejado con histonas adquiriendo una es

tructura característica en forma de "cuentas de collar". 

Esta estructura es característica en núcleos interfási-

cos y el DNA tiene un grado de com!lactación de 6 veces. 

b) C~omosoma metafásico con un grado de compactación ~e 7 -

a 10 mil veces. 



b 
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Los estudios por electroforésis en ~eles bl-dimensiona-

les h.an reportado a'proximadamente 450 proteínas cromosom::iles-

no-hist6nicas (:'n-JCP) diferentes en células llcln [9). 

Existen evidencias que indican que entre las prote[nas-

NHC se incluyen enzimas del metabolismo cromosomal, activado--

res específicos de la cxpresi6n génica y proteínas estructura

les in~olucradas en la alteración u organi:aci6n de la fibr::i -

DNA-histona. 

Asl, las proteínas no histónicas pueden ser necesarias -

para el empaquetamiento del DNA en las fibras de 250 A de diii

met~o y para mantener la estructura en los cromosomas mctafdsl 

cos (6,9'). 

En la cromatina, adem&s de las histonas y proteínas no -

hist6nicas, se encuentran algunas enzimas de cnractcr 5cido, -

como las DNA y RNA polimerasas, 

La expresión de la informnci6n contenida en el cromosoma 

es prbbablementc regulada, al menos en parte, por cambios loca 

les :en la estructura del cromosoma. Estas alteraciones estruc

,ttiralés, pueden definir .la naturaleza de aquel las secuencias -

transcritas y modular sus niveles de transcrip--

evidenCias (.11-.12), que sugieren que un mecanis.-

. inipór.tánte de regulación de la expresión genética está

ti:anscripc:i§n (fig. Z), Durante la .diferencia- -

transcripción podría estar controlada,, en Pª!. 

mefifod6n de:¡. DNA, p-or .la estructura de .la 
< < 

ser estructuralmente diferente al de • 

(J3,l4, 15, 16) por pre~(mcia de no hís-
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tonas (17, 18), por la inducción de hormonas tales como las es 

teroides entre las que se incluyen los estrógcnos, progestero

na, aldosterona, cte., y finalmente por la activación de la$-

RNA polimerasas (19, 20, 21). En un menor grado, la cxpresión

genética está controlada a nivel de la traducción y del proce

samiento post-traduccional de las proteínas; los primeros can

didatos para el control post-transcripcional son las proteínas 

que interactdan con el RNA en el ndcleo, formando partículas -

ribonucleoproteícas (RNP), dado que, el procesamiento del RNA, 

su transporte al citoplasma y unión a ribosomas se lleva a ca

bo con el RNA acomplejado con proteínas; el RNA (excepto para

los tRNA) nunca se encuentra desnudo en la célula. Se cree que 

las mismas proteínas que forman las partículas ribonucleoprot! 

leas estln involucradas en los eventos de procesamiento y(o 

transporte, (22). 

ESTRUCTURA DE LA CROMATINA ACTIVA. 

El estudio de la estructura molecular de la cromatina ac 

tiva ha sido abordado principalmente por métodos bioquímicos y 

microscopía electrónica. 

~n los genes ribosomales activos de ~· Laevis, R.pipien!l, 

DrosÓEhil a, ;la croma tina parece haber perdido la apariencia

collar.'' (nucleosomas) yestar sin compactación-. 

se ha enco11trado que la cromatina activa es -

digerida por DNasa 1. La Sensibilidad a la -

~ido~· serln transcritos . 

. DNA contenido en las pariiculas nucle9prote! 

suave con nucleasa microsoqü o - -
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presenta secuencias de genes que están siendo exnresados. Esto-

Gltimo sugiere que la cromatina activa exhibe unn estructura 

repetitiva organizada, probablemente en nucleosomas. Además, se 

ha visto que ciertas regiones (el extremo s·o región promotora) 

de varios genes activos son muv sensibles a las nucleasas como-

la DNasa I, TI y a la nucleasa micrococal. Mediante los estu--

dios de digesti6n con nucleasa se ha determinado, indirectamen

te, que en la cromatina activa las histonas nnrcccn estar pre-

sentes aunque irregularmente espaciadas (4 6 5 por micr6metro,-

comparada con 28 cuentas por micr6metro en la cromatina inacti-

va) . Esto concuerda con datos bioquímicos que sugerían ausencia 

de histonas en las regiones activas <le la cromatina (23). 

Sin embargo, el minicromosoma de SV40 activo en transcri~ 

ci6n con una cadena naciente de RNA presenta una compactaci6n -

similar a la cromatina viral inactiva (estructura nucleos6mica), 

con aproximadamente 15 nucleosomas por micr6metro (24) fig.3. 

RNA POLIMERASAS. 

En los dltimos aftos ha habido un gran avance al conocerse-

la exister;icia de varias formas de RNA polimerasa•DNA dependiente 

c61~las ~uc~riontes, las cuales difieren en su estructura, lo 

calizaéidn yfünci6n (11). 

primeras evidencJ.as que sugerían fuertemente la ex is~ -

tipos de :actividad de RNA polimerasa en céfola.s 

· apo~tados ;Por. Widnell y Tata, 01966 ·~ZS); estos 

el· tipo de R,NA sintetizado en nú~leos ais¡. 

drami\Úcamenté. alterado .por 
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FIGURA 3.- MINICROMOSOMA DE SV40 TRANSCRIPCIONAt:MENTE ACTIVO. 

Microscopia elcctr6nica del complejo trnnscripcional de 

SV40; el cunl consiste de DNA asociado n histonas, RNA polime

rasa II y la cadena naciente de mRNA. 



'•_:: ".' , 

FIG. 3 ·. Minicromowma 
de SV40 
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el ion metálico divalente y la concentraci6n de sal empleado. -

A baja sal y en presencia de MgZ+, se sintetiza un RXA rico en· 

GC y como lo demuestra posteriormente )laul y llamilton., 1967 -

(26), utilizando t&cnicas autorradiogr6ficas, se encuentra pri~ 

cipalmente en el nucleolo. Utilizando alta concentraci6n de sal 

y Mn2+, el RNA sintetizado es mas parecido en comnosici6n al 

DNA no ribosomal (Widncll y Tata, 1966) y se encuentra en el nu 

cleoplasma, (Maul y llamilton, 1967i. 
o 

El hallazgo de Stirpe y Fiume., 1967 (27), que la ~-amati 

na, inhibía especlficamentc la actividad de los nGclcos de híg~ 

do de ratón en alta fuer:a ionica, sugería nuevamente la cxis--

tencia de distintos tipo~ de R~A polimerasa en los n6cleos. 

En 1969, Rocdcr y Ruttcr (28), lograron la purificación -

parcial y separación de tres tipos de R:-<A polimeras:i en embrio· 

nes de erizo de mar y de <los tipos en nticleos de hl~ado de rata. 

La separ·aci6n de las enzimas se realizó :nor croma to¡;rafí a en - -

DEAE-scphadex. Estos autores denominaron a las distintas activi 

dades como I, II yJII dependiendo del orden de elución por un -

gradiente de concentración de sulfato de amonio en dicha colum-

~ 

. Basados en su sensibilidad de las enzimas a la w-amaniti-

Kedinger,et.al. ,1971 (29) clasificaron en A, By C a las -

acuerdo a su sensibilidad a esta droga. 

~.e tipo A, aq~ellas insensibles a la toxina, las de tipo B, 

sensibles 'a concentraciones bajísimas de 1a toxina---~--~--

10·9 ~l}yla~· de tiyo ~. sensibles a concentraciones mas.· 
. . . . . ,.··. ·,. . -4 : -5 . 

{;sta droga (10· , 10 M) .• 
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Actualmente se conocen tres tinos distintos de RNA poli-

merasa en organismos eucariontes que difieren en su estructura 

molecular y funci6n transcripcional. La RNA nolimernsa I se lo 

caliza en el nucleolo, sintetiza los RNA rihosomalcs, es csti-
2+ 

mulada por ~lg exhibe una actividad 6ntima a baja concentra 

ci6n de sal y no es inhibida por 2 . . -aman1t1na. La RNA nolimera-

sa rn se localiza en el nuclcoplasma, es responsable de la sin 

tesis del R!\A ribosoma1 SS \' ll.NAs de transferencia V es sen si-
7 

ble a altas dosis de --amani.tina. La RNA nol imcr;-isn 1[ locali-

zada en el nucleoplasma transcribe los mensajeros y hn~SA, es-
7+ 

estimulada por Mn- a alta fuer:a ionica v es muv sensible a -
" bajas concentraciones de c-am.1nitin11. 

Cada clase de en:ima est5 compuesta de varias especies -

que probablemente difieren en una sola subunidad. 

La estructura de la RNA polimcras 11 es compleja. Se ha-

podido purificar a partir de distintos tejidos tanto en anima-

les como en vegetales, encontrandosc un alto grado de conserv! 

cl6n evolutiva de la enzima, El patr6n electrofor6tico en ge-

les de poliacrilamida-SDS revela entre 9 y 14 subunidados(Lewis 

y Burgess, 1982) (30), con un peso molecular alrededor de - -

Actualmente se conoce la existencia de tres especies de-

co.nocidas como IIO, IIA, y IIB (fig.~). Es-

'ttis~species difieren solamente en la subunidad de mayor peso

)~ón<lcidas• c~mo I I~, I Ia. y! lb con un. peso molecular de ·240 Kd, 

respectivamente, Actualmente se sabe que es-~ 

en su lecuericia·primaria y esto 



RNA POLIMERASA TI 

SUBESPECIES PESO MOLECULAR 
SUBUNIDAG Do ll• 1 dalton.,) 

ll, 
ll, 
n, 
n, 

-
.. Subespe.cíes de 1crRNA Po1lrtierosa n 
·• purific'~Cla de timo de ternera. · 

13 
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hace pensar que pudic·ran ser producto de un solo .'~en )' quL' la -

heterogeneidad se deba ya sea al procesamiento diferencial del-

transcrito primario o al procesamiento de1 polip6ptido IIo. 

Tambi6n se sabe que in especie 110 representa un p~ 

quefto porcentaje (menor al 10~) del total de la enzima purific! 

da. Las subunidades de menor peso, muestran el mismo patrón 

electroforético para las tres especies (31). 

Christmann y Dah1nus, 1981 (32), han 1eport<1d0 la produc· 

ción de anticuerpos monoclonales específicos, contra la especie 

IIA de la RNA polimerasa II de timo Je ternera. Estos anticuer

pos reconocen a la subuni<lad mayor de la especie (lla-214 Kd) y 

también reconocen al p&ptido Ilo (2~0 Kd) do la especie 110. 

Recientemente, :Jhmus y Kcdinger (33), han mostrado quc

los anticuerpos específicos contra las especies IIO y IIA, inhi 

ben completamente la transcripci6n específica del promotor tar

dío de ndenovirus-2 y do los promotor~s de ovoalbumina y conal-

bumina en sis temas. in_v i tro; sin embargo, estos anticuerpos no -

inhiben la transcripción de DNA desnudo de timo de ternera, rea 

lizada por la especie IJB. 

Ásimismo, se ha reportado (34,35), el aislamiento de fac 

prot~ínicos qu~estimulan la .aciividnd de la RNA polimer! 

en sistemas iILvi tro como los. mencionados anteriormente. -

d~scriio la existeµcia de vario~ 

en el núcleo.que estimulan la· ne 

de la ~N.A polimerasa en células de tumor asc.itico .de 

i:;stos factores se encuentran .dos pro-• 

aisladas. a-partir. de timo .. de terne.- .r 
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ra y de células ascíticas <le Novikoff, de las cunlcs, ln cina-

sa 1, compue~ta por un solo pépti<lo de aproximadamente 37,000-

de P.N., fosforila específicamente a la RNA polimerasa TI in -

vitro, en presencia de (H-3~piATP. La autorrndio~rafía del gel 

de poliacrilumida-SDS muestra [osfoTi l~1ci6n de los péptidos de 

240 K<l, 214 y 20.S Kd. Al parecer, la fosforilación ocurre cn

los residuos de fosfoscrina y fosfotrconinn de dichos n&ntidos 

(37). Esta fosforilaci6n se acornpafia de una estimulaci6n en ln 

actividad de la enzim;:i (38). Sin embargo, aun no se ha estable 

e ido el papel fisiológico r.lc la fosforíl:H.: ión de 111 enzimu Qll

su propiedad transcripcional 

A pesar de los notables avances en la comprensión de lu

RNA polimcrasa solubilizada a partir de diversos tejidos, adn

sc desconoce el papel fisiológico de cada una de las especies

reportadas asi como el mecanismo de regulnci6n que pudiera te

ner la actividad transcripcional de esta enzima en sistemas in 

La. gran complejidad del genoma eucariftico díficulta cn

partc el aislamiento y estudio de la cromatina transcrip· 

cionii~mente activa cnsu estado nativo y de la RNA polimerasa· 

dichos genes. 

·. Pará ello se ha recurrido a sistemas mas simples que pe!, 

genes activos c.n transcripción y esta alter 

los virus • 

de--· 
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estudio de genes eucari6tes yn que es un virus rclativnmentc -

simple y tiene que usar toda la maquinarin hiosint6ticn del 

hospedero. Tiene forma icosahedricn, esta formado por DNA y 

protólnas y puede inducir tumores en nlgunos animales, bajo 

ciertas condiciones. Estos virus pcrtenen n la familia <le los-

papovavirus (39). 

DESCRI PC ION GENERAL DEL VIRUS SV ,\O . 

Las particulas virales consisten Onicnmente de DNA y pr~ 

teínas. El DNA es circular, de doble cadena y se encuentra en

forma helicoidal. Cada virion contiene una moleculn de DNA con 

un peso molecular aproximado de 3,bx10
6 daltones y 5243 parcs

de nucleotidos, que representan anroximadamentc el 12~ de la -

masa total del viri.on; estti asocindo con las h.istonas ll3,HZa,-

HZb y 114 que toma del hosnedero para formar la cromatin:i viral. 

dandole una estructura característica e11 forma de minicromoso-

ma; una capside icosahedricn consistiendo de 72 capsomeros en· 

vuelve la cromatina viral. 1:sta capside esta formada por las -

proteínas VPl (45,000 d) 1 VP2 (42,000 d) y VP3 (30,000 d), de

las cuales, VP1 representa el 66\ de la masa total del virion

y constituye él 75'!. de las proteínas virales totales. VPZ y VP3 

.componentes minoritariOs de la cnpside y junto con las cua 

h.istonas mencionadas anteriormente, forman el zsi restante 

·proteínas Virale~. Los viriones tienen un dil~etro apr~ 

de 45 nm y un coef.iciente descdi.mentaci6n de 240 s, son 

calo~ y son tesist~ntes j· solventes .lipídi

por la ausencia de lípidós en su estructura. ' 



Los viriones infecciosos tienen un~ densidad aproximndu dc----

1.34 g/ml en solución de cloruro do cesio, mientras que lns -

capsides vacias tienen una dcn:;idad de 1.2~! g/ml b.i_io las mi~-

mas condiciones. 

El genoma de SV40 codifica pura 5 arotcínas solamente- -

(fig.S), VP1, es codificado por el mRNA 10 Sen la fase tardía 

de la infección y los mRl'</\s tempranos que codifican para dos -

proteínas: Los anti._gcnos T "gr<rndc" {T) .r t "pcr¡ueifo" ( l) con-

un peso molecular aproxinmda de 9íl,OOU v 2U,OOO dalloncs res--

pcctivamcnte. 

Los viru~ son prona,r,ado;; usu;1lrie1:te c:li ql.ltivos prima---

rios de c6lulas de rifion de mono. Cada cdlula infectada produ

' ce aproximadamente 1 O .. parti.culas v.i.r:lles, lo q\lc indit.:a que -

107 células infectadas en una c;:ija r 100 :rroduccn aproxímadame~ 
p 

te 1 O - partículas que contienen aµrox:imadarnente Sµg de DNA y-

40 µg de proteínas, Como se mencionó anteriormente, SV40 es de 

pendiente de la maquinaria celular paro su replicaci6n y sínt! 

sis de macromoléculas (40) y en infección lítica, la expresi6n 

de los genes virales ocurre en dos fases: 

FASE ·rEMPRAN/\; 1) A<lsorci6n del. virus, penetración, trans • -

,porte al núcleo, descapsidaci6n; 2) Síntesis del mRNA tempra-

nO; 3). Acumulnci6n del antigeno T intrnnucleur; 4) lncremento 

, :~e la acti~i'dad de diferentes enzimas celulares; S) Estimula- -

la síntesis del DNA del hospedero. 

Replicación del DNA viral; 7) Síntesis de • 

S tardíos; 8) Acumul.ación intranuclear de -

9) En.samble de,lvirus; 10) Lisis celu 



IS 

FIG. 5 Mapa Genético del virus SV40. 



lar. 

res) que le dan un gr:ido d(' compnctaci6n de vece~ ~ \111:1 es--

( ~ 3 .l . 

SV40 

minicromosornas ror c6Iul:i} (le lo:~ ·::ua1cs~ solo un~i pt:quci\::'l .. __ 

fracci6n (0,5-i '"l se ent·.\wntr~·· en forma de conmlejo t'ranscri¡:;. 

cional (42); este porccntnjc rcpresentn de 2,000 n 5,000 geno-

mas activos por cElula, cifr:i que equivale a un ntimero mucho--

mayor que el ndmero de Renes esnecfficamontc activos en c61u--

las altamente especial.lz:i<las. El DNA de estos comnlejos esta .. 

~ompattado y presenta una estructure nucleos6mica (24); estos

tomplejos u'tilizan la RNA ,nolimcrasa II del hosnedero para su

'tnuiscripci6n (43}. 

Righthand y llagshaw., 1974 (44), han renortado un incre· 

nNA polime:r;tsa !I en cultivos de -

'infectadas .con SV40; este incremento ocurre nl- - • 

que las síntesis del DNA viral; al rnrecer, el in 

debe a-

de ¡nas enzima en células infectadas, .sino á la C!!_ • 

1 
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anionico sarkcsvl fCIE- (Cfl:') 7 -CO'.\- ((:t!:I ¡ -C!l2-COilc1c. 1 incremcntv· 

la actlvi<lad de l:l RN,\ no1imerasa c,11 cólula:: mitóticas dC' ra--

ton. El efecto estimulatorio ocurr~ sobre la RNA polimcra~a -
., 

sensible a la ~-amanitina qtt<' con:esnondt' a 1:1 form;1 li o n.E;;_ 

te incremento t;t- debe ;1 por Jo menos dns fat:.tor·:~s: un Jncrcmcn 

to en la act ivid:H\ inici.al de l:t ru;,\ nolirncras;, l J y una pro lo!~ 

gación de la 1'(..'3.Cc.ión tota.1 lic 1;1 en2.irn~1. !\ctualrnent1..! ~1:: sabeK 

que el sarkosyl causa el dcsprcndimi~nto de cnsi to<la8 las nro 

teinas nsociadas al DNA cc1til~r pe·r·u 110 dcs11rendc a 1:1 RNA po· 

limcrasa que ya ha iniciado la trBnscripciGn (J6). 

Valicndose do &stas propiedades, Gariglio y Moussec., 

1975 (43), aislaron el complejo trnnscripcionnl de SV40 en_ ln· 

fase tardla de la infccci6n en c6lulas CV-1 de rinón de mono.· 

Se encontró que nl complejo DNA SV40-RNA polimernsn tiene una

alta actividad transcripcional cn<l6~enn que es altamente sens! 

ble a la 2-iunanitina, un inhibi<lor csnecífico de la RNA polim::_ 

IL 

Posteriormente, Guriglio, P. y Cols.,1979 (24), sedimen-
. . . ' . 

e~ *radientes de s~carosa, el complejo transcripciorial -
-. ' . . -

•'. '. - . .. . . 

SV40 con un coeficiente de sedimentaci6ri dé 55 S. Usando .e 
_,- >_ ·:: . ..-· ·z ; ·- . . -
metUdiinetil- · -amanitina, se qbseTVl:i que una poblnción-

:co,;sedimenta con el complejo transcripd~ 

~e~observl:i que existe ~na gran cantidad. -
-J .. 

',-·._· -- • • • •• • • • 1 

il() esta asoéra:da a-complejos cm trans-., 
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cri11ci6n. A ést;1 pobiaci<in se le conoce como 1::-:A poli1,,cr1i:;;1 fl· 

libre y sedin1cnta en ln región lU-iil ;-; Jcl ;;r:odiPnL 111(•nc.ic·n~·--

do anteriormente, 

Así que, el sistema de SV40 ofrece Ja oportunidad de es--

tudiar en forma directa algunos mecanismos involucrados en el--

proceso de regulaci6n de lo transcrinci6n. 

Al mismo tiempo, Yu,F.L., 1974 (·l7), renortó la nrc,sencia 

de dos estados funcionales de !lNA polimernsa en fracciones nu- -

cleares y nucleolores de hi~ado de rata. Se cncontr6 nuc la - -
2-amanitino inhibin fuertemente ]n actividad transcrincionnl en 

la fracci6n nucleoplasmico, Est~ autor denomin6 a los dos estn-

dos de la enzimn como "unida y libre" resnectivamcntc. La acti· 

vidad de la enzima unida nl templodo endGgeno es inhibida con -

actinomicina D, mientras que en el mismo ensayo se nucde medir-

la actividad de la enzima 1 :lbrc usando un templado ex6peno como 

poly (dC) o poly (dA-dT). Estos temnlados sint6ticos son eíect! 

vos on dirigir la slntesis de RNA en presencln de actinomicinajl. 

En 1975, Yu, F.L.(48], reportó un método de sepnraci6n di 

recta de estas dos noblaciones de RNA polimerasa a partir de nG 

·. clcos de hígado de rata. Se es timó que a11roximndamente el 50~ • 

actividad total de la RNA polimerasa nuclear corresponde-

. enzima libre (activa con templados exogenos); en base a en 

transcripción usando. tem9lados exógenos, se observó 

~~tividad se pierde fácilmente cuando los nBcleos nis-· 

sujetos á si:míc¡ición que se. requiere para la solubili 

la RNA polimer~sa uriida a temnlados endógenos. Bas.an·· · 

ekt~s obs~rvnciones, este autor pro!lusoun método en el 

~~cleo~ pÜeden ser aislados directa¡nente en 1;1nuso¡u~" 



ci6n de sacaros:: l1ipcrt6nica ':' !lOsteriormcnt(' l" cn:.im;l libre -

puede :._;er extra~<la antes <le r¡uc l{JS núcleos scrrn sujeto~; a so-

nicaciGn. 

OBJETIVO DEL TRABAJO, 

El objetivo del presente trabaio fue estudiar la cstruc-

tura de la RNA polimcrasa rr cucariotica en genes activos [o -

potencialmente activos) v comnararla con la estructura de la -

RNA polimeras;1 I I "1 ibre". 

El tamaflo, la gran complejidad de la cromatin3, asi cama 

la transcripc.ión selectiva de genes específicos v d rcarreglo 

de genes durante la diferenciación celular en eucariontec~, ha-

cen dificil la separación y el estudio de genes activos en --

transcripción en su estado nativo. Para simulificar el nroble-

mu, nos hemos valido de sistem::is mas simples ouc reunen c.arac-

teristicas similares a las de la cromatina eucariotica y éstas 

características las presentan los virus. En este trabajo, nos-

enfocamos principalmente a tratar de conocer la composici6n --

peptidica tanto de la RNA polimerasa II asociada a complejos -

activos en transcripci6n viral como la de la enzima libre m1 -

células CV·l. Al mismo tiempo, aprovechando la metodolo,i¡ía de_!!. 

·crita por Yu, F. (1975), caractedzamos la composición de la -

• RNf. polimerasa U libre y unida a: la cromatina en núcleos. de -

intento por caracterizar a la enzima ac~ 

en hígado de rata; utilizamos el. deter.~

snbe desprende practicamente_ todas las -

a la RNApolinierasa que está- -
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Para alcanzar estos objetivos, fue necesario cubrir al-

gunos objetivos intermedios como son: 

1) Sedimentación de los minicromosomas de SV40 en gradientcs

de sacarosa después de su extracci6n en etapas tardías de la

infecci6n. 

2) Caracterizar electrofor6ticamente la composición peptidica 

de la RNA polimerasa JI asociada a complejos activos en trans 

cripci6n. 

3) Mapeo tríptico de las subunidndcs asociadas al complejo de 

transcripción viral. 

4) Separaci6n y caracterización electrofor6tica de la RNA po

limerasa II libre de células CV-1. 

5) Purificar parcialmente la enzima libre utulizando métodos

cromatogrfificos de exclusión molecular y afinidad. 

6) Separación y caracterización de ln RNA polimernsa II libre 

y unidad de hígado de rata, 

7) Purificación parcial de la RNA polimcrasa II 1 ibre de híge_ 

de rata como se describe en el punto s. 
T~ansfér~ncia de los plptidos (previamente separados por -

' elect:roforésis en geles de acrilamida-SDS} a filtros de nitro 

anticuerpos específicos con~ra la en

de tern~ra producidos en conejos; di

determinar-

enzi¡na en nuestros sistemas; para visua~ 

protéina"Ab, se us6 un segundo anticue!:. 

a peroxfdasa y que esta dirigido contTa

se une· a la fracciQn 



MATERIAL, 

MATERIAL RADIOACTIVO. 

Orthophosphate 3Zp (amersham International PLC) 

3H-Thymidina (Amersham international PLC. NEN) 

125-I (NEN) 

MATERIAL QUIMICO. 

Triton X-100 (Sigma) 

Sarkosyl NL-97 (CibaQeigy) 

Acrilamida (BDH) 

Bis-acrilamida {BllD) 

TEMED (Bio-Rad) 

Nitrato de plata (Merck) 

DTT (Cnlbiochcm) 

PMSF(Sigma) 

SDS (BDHl 

Proteína A (Pharmacia Fine 

Persulfnto de amonio (Merck) Chemicnls) 

PPO (New England Nuclear) 

POPOP (Packard) 

raza.Wistar 

HRP (Bio-Rad) 

Sacarosa ultrapurn (BRL) 

CV • l .de Tifión de mono v'erde africano. 

cepa 777.. 

24 

. II purificada de timo de::tcrneru (donada generosa

Universidad de California, Davis) . 

. contrei. RNA polimerasa n detimo de ternera (dona-- .• 

k,E, Dahmus, :Universidad de Ca.livornla,Davis). 

peroxid.asa 



de conejo (B10·i{a<lJ. 

Tripsina 

(L·l~osilamido-2-fcnilctil-cloromctil-cctona)--~orthington. 

Scphn<lex G-10 (Phnrmacia fine chcmiculs) 

Scphu<lex G-200 (Pharmacia finn chcmicals) 

lleparina-Agarosa (Bll.L) 

Azul de Commasie (para prepnrar re;1ctivo de Bradfor<l)--Sigma, 

Azul de bromofcnol (Sigma) 

.Azul dextran (pharmacia Fine Chemicals). 

modificado por Dalbecco- (GIBCO}. 

de ternera" (Bio-Ccl) • 

. , . 

-(Scll1Üc\er & Shuel y Bio•Rad) 
. . . . ' 

25 

de p~otefna~ • (Signüt),~ 
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Los solventes de grado analítico y reactivos se obtuvieron de

Merck, Sigma, Packard y Baker. 
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METODOS. - - - - -

1) OBTENCION DEL VIRUS SV40. 

Se sembraron 50 cajas petri P100 con 3x1o 6 cel./caja 24 

horas antes, se incubaron a 37e en presencia de co2 . Posterio~ 

mente se retir6 el medio y se lav6 con PBS. Se infect6 con el-

virus a una M.O.I. de 0.01 PFU/ccl en 0.5 ml de medio Dulbecco 

sin suero. Se permiti6 la adhesión del virus por 90 minutos a-

37e moviendo las cajas cada 20 minutos para uniformar la infec 

ci6n. posteriormente se le afiadi6 10 ml/caja de medio Dulbccco 

conteniendo 2\ de suero fetal de bovino y las cajas se incuba

ron a 37ºC/COz por aproximadamente 10 dias (el efecto citop5t! 

co se observa entre 7 y 10 dias. A los 10 dias post-infccci6n· 

se rasparon las células con un gendarme de hule, se pasaron a-

un tubn de centrifuga (frascos de 250 ml esteriles) y se cen-

trifugaron a 8,000 rpm/30 mina 4ºC en una centrífuga Sorvall

rotor SS34. En el sobrenadante esta la mayor parte del virus y 

el.vi~us que queda en el paquete celular se resuspen<le en PBS

• ) se sonic6 3 vec.es por períodos de 5 segundos a 50 watts a 

4e, El son1cado se centrifUgó a 8,000 rpm/30 min n 4°C y el so 

se mezcl6 con el primero. El sobrcnadante total se-

··. . en una centrífUga Bcckman rotor SW28/37 ml tubo/ 

¡Ooo'';pní/5 horas a 4°C. El virus queda en el paquete y se re 
' .,. .· ' ' . ' ,· 

o •edio con 11 de suero fetal y -

1a: horas, Se mezc16 un poco sin hacer es-. 

la sus.pensión de virus. Se .contrifugtS pa

a Z,000• g/10 ~inlltos ; 4¿C. En él sobre __ 
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1) OBTENCION DEL VIRUS SV40. 

Se sembraron 50 cajas petri P100 con 3x1o 6 cel./caja 24 

horas antes, se incubaron a 37e en presencia de co2. Posterio~ 

mente se retiró el medio y se lavó con PBS. Se infectó con el-

virus a una M.O.I. de 0.01 PFU/cel en 0.5 ml <le medio Dulbecco 

sin suero. Se permitió la adhesión del virus por 90 minutos a-

37e moviendo las cajas cada 20 minutos para uniformar la infec 

ción. posteriormente se le afiadi6 10 ml/caja <le medio Dulbecco 

conteniendo 21 de suero fetal de bovino y las cajas se incuba-

ron a 37ºC/COz por aproximadamente 10 dias [el efecto citop5t! 

co se observa entre 7 y 10 <lias. A los 10 dias post-infección-

se rasparon las cllulas con un gendarme de hule, se pasaron a-

un tubo de centrifuga (frascos de 250 ml esteriles) y se cen-

trifugaron a 8,000 rpm/30 mina 4ºC en una centrífuga Sorvall

rotor SS34. En el sobrenadante esta la mayor parte del virus y 

, : el virus que queda en el paquete celular se resuspen<le en PBS· 

.r·se sonicó 3 veces por períodos de 5 segundos a 50 watts a 

4e. El sonicado se centrifug6 a 8,000 rpm/30 min a 4ºC y el s~ 

se mezcl6 con el primero. Rl sobrenadante total se

~µa ·centrífuga Betkman rotor SW28/37 ml tubo/ 

~oras· a ~ºC. El virus queda en el paquete y se re 

o medio con 1\ d• suero fetal y -

18 horas, Se mézcl6 un poco sin hacer es

la suspensión de virus; Se centrifug6 pa

i.Z ,OOO g/10 minutos a 4bc. En el sobre __ 
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nadante se obtiene todo el virus que se guarda en alícuotas de 

1 ml a -ZOºC. Posteriormente se hace titulación por el método

de PFU. 

II) OBTENCION DEL COMPLEJO TRANSCRIPCIONAL DE SV40 POR EL METO 

DO DE TRITON-NaCl. 

Células CV-1 de rifion de mono verde africano(~x10 6 cel/ 

placa, tres días antes de la infecci6n) fueron crecidas en mo

nocapa en cajas petri r 100 con medio Eagle modificado por Dul

becco y suplementado con 101 de suero fetal de ternera. Las 

placas (7X10 6 cel/caja) fueron infectadas con el virus SV40 a· 

una multiplicídad de 10 P.F.U./cel en O.S ml de medio sin sue

ro. Las células bajo infecci6n fingida (células <le referencia) 

fueron tratadas bajo las mismas condiciones excepto que no fue 

ron infectadas y en su lugar se le ogreg6 a cada caja, 0.5 ml· 

de medio sin suero. El stock de virus SV40 (linea 777) fue pu

rificado parcialmente según la metodología descrita anterior-

mente. Se permiti6 la adsorción del virus durante 90 minutos

a: 37°C moviendo cada 20 minutos las cajas para !Jermi tir una m~ 

'j9r ad~esi6n del virus. Después de la infocci6n, las c&lulas-

fueron incubadas con 1 o ml del medio mencionado anteriormente

zi de suero fetal de ternera. A las 20-22 ho

el DNA fue marcado con. 3H-Timidina (10-20-

del experimento). ·A las 40-42 horas post

e! medio po~ ·aspiraci6n y se lavaton dos

mM Tris•HC.1 pll 7 .9, .140 m.M-

Postedormente se le agreg6 1 ml de Buffer 
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A a cada caja y las células fueron raspadas con un gendarme de 

hule y juntadas en un tubo falcon (SO ml). Las siguientes ope

raciones fueron realizadas a 4°C, Las células fueron empasti-

lladas 5 minutos a 1,500xg en una centrifuga clínica y rcsus-

pendidas por pipeteo suave en 0.25 mi/caja de Buffer hipot6ni 

co B conteniendo: 25 mM Tris-HCl pH 7.9, 2 mM EDTA 1 mM DTT,-

0.2 mM PMSF y la suspensión fue llevada a un tubo corcx de 15 

ml conteniendo del fondo al tope: 4 ml de sacarosa 0.8 M en -

buffer C (20 mM Tris-HC1 pH 7.5, 150mM NaCl, 0.2 m~I EDTA, 1 -

mM DTT, O. 2 mM PMSF), 2 ml de s;icarosa O. 5 M en buffer C con-

teniendo 0.25 1 triton X-100 y 2 ml de sacarosa 0.3 M en bu-

ffer C. Se puso cuidadosamente el equivalente a 5-6 cajas --

(1.5 ml). Los nGcleos se purificaron por centrifugación a - -

8,500 rpm por 45 minutos en una centrifuga Sorvall rotor SS34, 

los nGcleos fueron resuspcndidos en 0.25 ml/caja de buffer D· 

conteniendo o..zsi triton X-100, 10 mM Tris-HCI pH 7.9, 1 mM -

DTT, 0.2 mM PMSF. Se ajustó a una concentración final de 0.4-

M de NaCl y la solución se incubó por 30 minutos a 4°C y cen· 

trifugado a, 12,000 rpni por 10 minufos a 4ºC en una centrífuga 

sobrenadante, conteniendo la cromatina 

(l0-20 µg DNA SV40/plnca) fué separado cuidadosamente -

pastilla de cromatina celular y ia muestra de cromatina 

llevado ;obre' un gradiente lineal de sa

,10 mM Tris pH 7.9, 0,2 mM EDTA, 0.4 M -•-
•• ! (!;., ... ,,' 

t rtir.r DTT ,y O. 25 mM PMSF y centrifugado por 4 hora,s a • -
, __ . '"- ,_-'- _. . 

una ultracentrifu:ga Bcckman, rotor SW40 a 4"C, -

de aproximadamente 600 J1l y se, toma-
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ron alícuotas de 20 µl de cada fracción para determinar la---

actividad específica del complejo marcado con 3H-Timidina, Las 

alícuotas se pusieron en filtros Whattman 3 MM y se lavaron 5-

veces en TCA al si y Z veces con etanol comercial por períodos 

de S minutos a 4"C. Los filtros se secaron y se contaron dura~ 

te minuto en S ml de la mezcla de liquido de cente1lco (PPO -

l.25% POPOP O.OH disuelto en tolueno) en un espectrofot6metro 

de centelleo Packard modelo CZ425 para tritio-carbono, bajo -

condiciones autom5ticas. 

IlI) ELECTROFORESIS DE PROTEINAS EN GELES DE ACRILAMIDA-SDS EN 

GRADIENTE (5-17,5\), 

Para la preparación de los geles, se siguió la metodología 

descrita por Laemmli, U., 1970 (49). 

,Los geles se prepararon mediante un gradiente continuo en -

el rango del 5 al 17.5\ de acrilamida con el propósito de obte

.. ner una mayor resolución, tanto de las proteínas de alto P.M. -

Preparación de las soluciones stock (acrilamida 30'!. --Bis - " 

final de ~00 ml se usaron: 150 g de acrila-. . 

g de NNW-Bis~Metil~n~acrilamida, 150ml de glicerol al 
< ' ' < 

soruc.:i6n anterior se afora a ui1 volúmen final. dé. 500 ml . 

fil fra ea un Buchner. usan• 

concentnfoor. ~, 100· inl >de una solución Sx se· 
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prepararon de la siguiente manera: 187 .5 ml de Tris-HCT 2 M pll-

6.8, 3.2 ml de SDS al 251 y 40.8 ml de agua bidestilada. 

-Buffer del gel separador.-200 ml Je una soluci6n Sx se

prcpararon de la siguiente manera: 187.S ml de Tris 2 M pH 8.8, 

4 ml de SDS al 251 y 8.5 ml de agua bidestilada. 

-La soluci6n de persulfato de amonio al 10~ (P/V) se prep~ 

ra al momento. 

-Buffer de muestra 6x.- El buffer de muestra se prepara m~ 

mentas antes de ser utilizado y contiene lo siguiente: 215 µl -

de Tris 2 M pi! 6.8, 500 µl de SDS al 25\, 310 µl de 8-mercapto

etanol y 100 µl de azul de bromofenol al 0.2i. 

-Buffer de corrida.- 1 L de una solución 10x se prepara de 

la siguiente manera: 30.28 g de Tris (base), 144.1 g de glicina, 

40 ml de SDS al 25,,agua bidestilada hasta un litro. 

PREPARACION DE GELES DE POLIACIU LAMIDA-SDS EN PLACA. 

Las soluciones de trabajo (S y 17.5\ de acrilamida) se 

prep~rah separadamente agregando una concentración final ~el . 

. buffer separador de O. 3 7 5 M Tris pH 8. 8, O. H SDS, si glicerol; 

· . ·SC ,agitan suaven¡ente y posteriormente se le agrega TEMED. a una

de 0,04i y persulfato de amonio auna con--, 

0.021 para ateldrar la ~olime~izaci6~ del -

utiliiandd un formador .de gradiente. Par~~ 
. . . . 

horizontal, se.coloca inme·· 

uria ,solución de. SDS al b .. 1 i. Después de 

retira lasoluci6n y se lava con ª&l1ª'-
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bidestilada, el residuo de agua se seca con papel Whattman 3 ~~!. 

la polimerización del gel se logra después de 30 minutos. 

El gel concentrador (10 ml) se prepara a una concentración 

final de acrilamida al 5\--Bis acrilamida 0.13\, 0.125 M Tris pH 

6.8, O. l'b SDS (presente en el buffer concentrador), TEMED a una -

concentración final de 0.041 y persulfato de amonio a una concen 

traci6n final de 0.5\, la polimerización del gel se alcanza en -

20 minutos. 

Para formar los carriles, se coloca en el gel concentrador 

un formador de carriles (peine) del tamafio deseable, después de-

haberse formado los pozos para las muestras, se quita el peine -

y los pozos se lavan con agua bidestilada. 

Las muestras se ajustan a un mismo voldmen (no excediendo-

de un voldmen final de 100 µl) con Buffer A25 que contiene 0.05-

M Tris-HC1 p!I 7.9, 0.1 mM EDTA, 0.2 mM DTT, 25', glicerol y se -

tratan con el buffer de muestra a una concentración final de - -

o:0625 M Tris-HC1 pH 6.8, 21 SDS, 101 glicerol, 5\ B-mercaptoet~ 

nol y 0.0011 de azul del bromofenol, posteriormente las muestras 

ll~van a BSºC en bafio maría por 5 minutos. 

Ei. buffer de corrida se usa a una concentraci6n final de -

de. Tris pH 8,3, 0.192 M glicina, O.U SDS. la el('!ctrofo

.realiz6 a 60 volts por el tiempo necesario hasta que el 

de.bro~ofenol) haya llegado al otro extremo d~l-

el· ge1 f'ué llevado en metano1 al. soi paraf!_; 
. . . ' -

P?~teriormenie se tifteron.con nitra~o·d~·Pl! 

de fransfer~n~' 
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cia (ver mas adelante) para la transferencia de las proteínas a

fil tros de nitrocelulosa cuando fué necesario. 

IV) TINCION DE PROTEINAS EN GELES DE POLIACRI LJ\MIDJ\ CON NITRATO DE 

PLATA SIGUIENDO LA METODOLOGTA DESCRITA POR WRAY, Y COLS., 1981-

( so). 

Debido a que la cantidad de proteína que se usaba en los -

ensayos de electroforésis era muy limitado, la visualizaci6n de-

los péptidos usando el método convencional de tinci6n con azul -

de.Coomassie resultaba muy difícil. Para resolver este problema, 

desarrollamos la tinci6n con nitrato <le plata que es un método -

mucho mas sensible que el de azul <le Coomassie y que es capaz de 

detectar nanogramos de proteínas. 

PROCEDIMIENTO BASICO PARA LJ\ TINCION. 

1) Disolver 0.8 g de nitrato de plata en 4 ml de agua bidestilada 

2) Mezclar 21 ml de hidroxido de sodio al 0.36\ y 1.2 ml de hidro 

xido de amonio concentrado. 

3) Agregar la soluci6n 1 a gotas a la solución 2 con agitación vi_ 

gor9iri y pdsteriormente aforar a 100 ml con agua bidestiiada. 

resultante debe ser usada en un período no mayor de S 

·tinci6n de los geles se realiza por un período d~ 20-. 

en un agitador giratorio. Poste-

la ~ol~~t6n de tinci6n y los geles se lavan -

po~'un período de 5 minutos con agitaci6n --. . . . ·. . . ' .. 
. ·, ' "' ' 

sé prepara. la soli.íción revelador.a; .la _cual 

ml 
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hido al 38~ la mezcla se afor~ a un volúmen fin3l de 500 ml con-

agua bidestilada. Para desarrollar la tincl6n, se retira el agua 

del gel y se le agrega la solución de reveL1<lo. La aparici6n de

las bandas ocurre generalmente antes de los 10 minutos aunque --

pueden ser más. Para deten0r la reacción, se retira la solución-

reveladora y el gel se lleva n una solución <le §ci<lo ac6tico al-

n. 

V) IODACION DE LAS PROTEINAS. 

Las proteínas asociadas al complejo <le transcripción vi·-

ral así como las subunidades de la RNA polimerasa !I de timo de-

ternera fueron separadas por electrofor6sis en un gradiente 11-

neal del S al 17.51 de acrilami<la-SDS siguiendo el procedimiento 

de Laemmli (1970). DespuGs de tefiir el gel con nitrato de plata, 

se cortaron los peptidos <le interes (180 k<l de timo de ternera y 

los peptidos con un P.M. de 240 y 214 k<l) asociados al complejo

de transcripci6n viral (CTV) y que creemos corresponden a los -

peptidos Jio y IIa de la enzima. Para la extracci6n de la prote

del gel y su .iodaci6n, se siguió el mfitodo descrito por To-

y. ColS. (1980) y Dahmus (1983) (51-52). 

Las· bandas. se lavaron dos veces con agua bidcstilada por pe

Y posteriormen~e se maceraron por separado-

dej6 .. secar por 1 hora sobre hidroxido de so-

al vacio. Posteri<:>rnien.te el macerado se .re -

de .buffer de extracción conteniendo: SO mM. -

8 • 1} Ú/V) SDS pur~ado. con. Nz y 
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mente se le añade DTT a una concentración final ele 5 m,\l. La sus-

pensi6n se lleva por 15 minutos a 6SºC y posteriormente se deja

ª temperatura ambiente toda la noche. 

c) La suspensión se filtra a través de fibra de vidrio con el -

prop6sito de eliminar la acrilamida y a la solución conteniendo

la proteína se le agregaron 0.2 ml mas depuffer de extracción. -

Posteriormente se le agreg6 10 µl de iodoacetamida 100 mM y se -

dej6 a temperatura ambiente por 30 minutos. 

d) Se añadieron 5 µl de KI 5 mM y 50 J1Ci de 125-I por banda. 

e) La reacción de iodaci6n se inició transfiriendo la mezcla de 

proteína/iodo a un tubo de vidrio "Soda-Linte" cubierto con 20 µl 

de iodogen a una concentraci6n de 1.8 mg/ml en cloroformo y seca 

do con nitrogeno gaseoso. 

f) DespuGs de 15 minutos a OC, la reacci6n fue detenida transfi 

riendo la mezcla de proteína al tubo original donde se había afta 

dido previamente 10 µ1 de B-mercaptoetanol . 

. RECUPERACION DE LA PROTEINA MARCADA. 

(Todos los pasos se realizaron a OºC). 

a) Se aftadi6 1/10 del voldmen de muestra de acetato de potasio~ 

y se dejó precipitar por 30 minutos. Posteriormente se centrifu· 

por 15 minutos en una centrífuga clinica. 

ia pastilla ~e resusperidi6 en 2 ml de acetona conteniendo 

.M de HC1. En este pilso. tambiéÍ1 se le agregó 100mg de BSA co 
' ' 

Se centrifug6 somo en el paso anterior. Se lav6 -

la mezcla de. acetona~HC1 y se centrifugó nuevame~ 
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e) La pastilla se resuspendi6 en 1 ml de TCA al 10' (P/V) y de-

jada a ouc por 30 minutos. Posteriormente se centrifugó como en 

el primer paso. La pastilla se resuspendilí nuevamente con 1 ml de 

acetona y centrifugado nuevamente. 

d) La pastilla se dej6 secar por 1 hora sobre NaOH en un deseca 

dor al vacio. Posteriormente, la prote[na se guardó a 4ºC. 

VI) DIGESTION PROTEOLITICA Y MAPEO PEPTIDICO DE LAS SUDUNIDADES. 

a) Cada subunidad se disolvió en 200 µl <le bicarbonato de amo--

nio O.OS M pH 8.0 y se le afta<li6 1 µl <le tripsina (0,5 mg/ml en

bicarbonato de a-monfo). 

b) La muestra se incub6 a 37°C por 3 horas y después se le agr! 

g6 nuevamente 1 µl de tripsinn y la incubaci6n se dej6 por 3 ho-

ras más. 

e) Al final de la digestión, la muestra se congela y se lleva a 

liofilizar. El liofilizado se disolvió en 25 µ1 de agua, se cen

trifugó suavemente con el propósito de:que todo el líquido quede

en e_l fondo del tubo y se volvi6 a liofilizar. El liofilizado se 

en 5 µl de una mezcla de 1-Butanol/ácido acético/agua/

una relaci6n 15:3:12:10. 

ai[cuotas de _0;2-0.S µl conteniendo 1-2 x 104 cpm 

de TLC-celulosa (10x10 cm) para reali--

a un p!: 4. 4 en una, mezcla de 

(4:2:79:15) por 2 horas a 

de la elcctrororésis' las placas fueron seca 

cromatogra,Úa en segunda dimensi6n en I-BÚ 

s~ 
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caron y fueron expuestos sobre un film para rayos-X Kodak-X-Omat 

AR con una pantalla intensificadora a -80"C por 24 horas. 

VII) PREPARAClON DE LA PROTEINA A-125-
1

. 

(Para la preparación de la proteína A-12SI se siguió la mctodolo 

gía proporcionada por el Dr. M.E.Dahmus, Universidad de Califor-

nia, Davis, comunicación personal). 

Se preparó un tubo "So<la-Limc" 13x100 mm (Beckton & Díckín-

son) con iodo gen (Picrce) , 1 - 2 mg disuelto en cloroformo ( 1. 8 mg/ 

ml). De la solución anterior se tomaron 20 µl y se pusieron en -

el tubo (Soda-Lime) secandolo inmediatamente con nitrógeno gase~ 

so tratando de distribuir uniformemente el iodogcn en el fondo -

del tubo. Por otro lado, en un tubo de vidrio se mezclaron (a --

4ºC) en el siguiente orden: Buffer TEA, 1 mCi 125 1 , 5 µl de pro 

teína A (5 mg/ml). El voldmen final es de 300 µl, el voldmen de

buffer TEA depende del volúrnen de 125 1 equivalente a 1 mCi. La -

mezcla anterior se tranfirió al tubo soda-lime y se incub6 dura! 

te 15 minutos a 4ºC agitando suavemente la mezcla 2 ó 3 voces. -

Posteriormente, la mezcla se regresó al tubo original contenien-

do'!> µl de B-mercaptoetanol para detener la reacción, se mezcló

. sua.vcmente y se llevó a una colúmna de scphadex G-1 O (10 rol do vo 

: .ldm~n de lecho) équilibrado con buffer TEA. La mezcla se dej6 p~ 

•raved~d y se c6lectaron 10 fracciones de 20 gota¿; esto. 

con el fin de separar la proteína A-iodada del 125¡ li-

_tomaron 2 µ1 de cada fracción y sé llevaron a contar en-

c:~nt~4or gama bajo c9nÚcionesautomáticas. La prot~ína A 
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iodada eluyo generalmente en la fracción 5 y fu( la que se us6 -

para los ensayos <le inmunotransfcrcncin. 

VIII) SEPARJ\CI0:-1 llE LA RI'</\ l'OLIMERASA LIBRE DE L.\ 1\SOCIAOA. 

Para la obtención de In RNA polimerasa !! libre de c6lu--

las CV-1. Las células fueron crecidas en monocapa en cajas P100 -
6 

a una densidad uproximndn de 6xl0 c6lulas/plnca en 10 ~l de me~ 

dio Eagle modificado por Dulbccco suplementado con 10~ de suero-

fetal de ternera. Posteriormente se les retiró el medio y la mo

nocapu se lav6 2 veces con 2 ml de buffer A conteniendo: 25 mM -

Tris-iiC1 pH 7.9, 140 mM NaCI, 5 ml·I KC1 y i m}1 N;1Zl!PO·i, enseguida 

se le ugreg6 1 ml de buffer A a cada caja y los c6lulas fueron -

raspadas con un gendarme y colectadas en un tubo falcon de SO ml. 

Lds células se empastillaron por centrifugaci6n a 1,SOOxg en una 

centrifuga clinica y resusnendidas en buffer B (O.ZS ml/caja) 

conteniendo: 25 mM Tri.s-l!Cl pH 7,9, ;: mM EDTA, 1 mM DTT y 0.2 mM 

_ PMSF y la suspensión celular fué llevado n un tubo corex de 15 -

mf conteniendo del fondo al tope: 4 ml de sacarosa O. 8 H en bu- -

C (20 mM Tris-HC1 pH 7 .5, 150 mM NaCl, 0.2 mM BDTA, 1 mM --

0.2 mM PMSF), 2 ml de sacarosa 0.5 M en buffer C contenien· 

trit6n _X-100 y 2 ml de sacarosa 0.3 M en buffer C y la

de células equivalentes a 10 cajas -fue centrifugado a -

en-una c_entrífug_a Sonail rotor SS34 durante 45 111inu~

¡Jara .empastil lar _los núCleos. Posteriormente, los ntl 

en saca.rosa o_.34 M (0.25 ml/caja) e -

dµ~ante 15minutos a 4ºC. Posteriormente; la suspen- -

a. 3;000 rpm durante 1_0 minutos en .unl1 cen" 



trífuga Sorvall rotor SS3~ a 4°C. El sobrcnadantc, conteniendo -

la RNA polimerasa II libre fue separado cuidadosamente de la pas 

tilla y guardado a -ZOºC para los experimentos posteriores o 

bién, se pasó inmediatamente por uun cromatogrnfí;J en sephadex -

G-200. 

Cuando la separación de las dos poblaciones enzim6ticas -

se realizó a partir de higado de rata, se siguió In metodología-

descrita por Yu,F. (1975). Se utilizaron ratas macho, r;na Wis--

tar de aproximadamente 2~0-300 g de peso y Jos nficleos fueron o~ 

tenidos por homogenizaci6n del higadu en ~ volGmcnes de sacarosa 

2.3 M/3.3 n~ CaCl 2 , el homogcnizado fue filtrado a través de 4 -

capas de gasa estéril y la suspensi6n fu6 ajustada con 8 voldme

nes más de sacarosa 2.3 M/3.3 mM Cac1 2 . El hornogcnizado fué cen

trifugado a 25~000 rpm durante 45 minutos en una ultraccntrffuga 

Beckman rotor SW2B a 4ªC, con el fin de empastillar los ndcleos. 

Posteriormente, los núcleos purificados fueron resuspendidos cui 

dadosamente en sacarosa 0,34 M (0.5 ml/g original de tejido) e • 

incubados por 15 minutos a 4uc. El homogenizado fué centrifugado 

minutos a 3,000 rpm en una centr[fuga Sorvall rotor ~S34-

_el ~obrenadante, con~eniendo la en~ima libre ful sep~rado 

d~ la ~astilla y la pastilla resultante en este -

-pa~6; ;:tanto de dlUla; CV~ 1 como cle hígado de rata conteniendo • 

en .10mM Tris-HCl pH 7.9, ·1.M • 

. ;. 20 mM B~mercaptoetanol (O.S nil/g original

' pobl¡¡cione~· fueron analizadas por elec_troforil-

'acrilamida-SDS teñidos con nitrato dC plátá o -~···· 
filtros de nitroce1'u1osa e IWct!ba~ . 
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dos con anticuerpos contra la cn:i1na. 

Cuando tratamos de caracterizar a la enzima activíl en -

transcripción en la cromatina de hígado de rata, utilizamos el -

detergente sarkosyl aprovechando sus características menciona -

das anteriormente. Luego de separar la RNA polirnerasn If libre -

como se describe anteriormente, la pastilla nuclear conteniendo-

la enzima unida dnicamente, se rcsuspcndi6 en buffer conteniendo 

1 O mM Tris -l!Cl pH 7. 9, 1 ~l s;;carosa, m~·I MgC1 2 , 20 m'-t H-mercapt~ 

etanol (O.S ml/g original de tejido} y se tomaron 2 alícuotas de 

l.S ml cada una para realizar el experimento a 4 y 30"C respect! 

vamcnte con el fin de observar si existía alguna diferencio bajo 

estas dos temperaturas. A cada alícuota se le agreg6 sarkosyl a-

una concentraci6n final de 1~ y se dej6 incubando por 10 minutos 

a las temperaturas mencionadas. Posteriormente, las alícuotas se 

llevaron a centrifugar a 20,000 rpm por 20 minutos a 4°C en una

ultracentrífuga Bcckman rotor SWS0.1 con el propósito de empasti_ 

llar el DNA con la enzima unida y separarla de la enzima que se

haya desprendido con el sarkosyl. Los sobrenadantes (aproximada

~ente 1.3 ml) de 4 y 30°C fueron separados de la pastilla y ésta 

sei rest.lspendi6 en 500 µl del Buffer mencionado ttriteriormente .Ali_ 

conteniendo 1f sarkosyl y de -

la: pastflla de DNA conteniendo la enzima unida, fueron sometidas 
·. '• .:' ' ,· . . . 

; a.·electroforésis en geles de acrilamida-SDS y teñidas ~on nitra-

.. bién, transferidas a filtros de nitrocelulosa pa-. 

usándo imti~uerpos dirigidos contra la enzima .. 

SEPHADEX G-ZOO. 

' con cap~cidad para .20 ml de volúmen de le -
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so de buffer ,fo eq111litn·i" •:ontcn.lc-ndo: J[í n\l T;·i~:-!fCl pi! 7.9, -

0.2 mM EDTA, 0.2 M NaCJ, 0.2 111M 1'~1SF, 10~ (P/\I! glicerol y 1 mM· 

DTT. La colúmna se equilibró con d buffer mcmcionado anterior- -

mente y se le dctcrmin6 su volúmcn vacie usando como marcador- -

azul dcxtran. 

El sobrcnadant:c nuclear, (2-S ml.J r.ontcnic11dn la RNi\ poll:_ 

merasa II libre se dejó pasar por ~ravcdnd en la colílmna y se co 

lectaron fracciones de O.S ml 6 1 mi, dependiendo del voldmcn de 

sobrenadantc que se llcv6 a la colamna; el contenido de protcín~ 

de cada fracción fue determinado usando el m6todo de Dradford,ll. 

(1976). Se tomaron alícuotas de las fracciones del pico de prot~ 

ína y se llevaron a elcctroforésis en geles de acrilamida-SDS P! 

ra su tinción con nitrato de plata o bién transferidos a filtros 

de nitrocelulosa para su detección usando anticuerpos espccífi-

cos contra la enzima. 

X)CROMATOGRAFIA EN HEPARINA-AGAROSA. 

Para. la purificación de la RNA polimerasa II libte, tanto

de célulasCV-1 coll(o de higado de rata, las fracciones eluidas en. 

volúmen vado de la comlimna de sephadex G- ZOO fueron juntadas y -

llevádas 11 una colúmna de heparina-agarosa de aproximadamente 5 -

de volúmen d.e lecho, equilibrado previamente con buffer .TEPGN

pl! 7. 9, lmM EDTA, 0.2 mM PMSF, 25\ (P/V) glice-

la coltimna fué lav¡ida con dos

a. una velocidad de .f1Újo lle s 
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y la enzima retenida se eluyó con tres volumcn.s de colGmnn de un 

gradiente lineal de O.? a i. 2 }.\ i.L: l~n.C 1 i.~11 buf 1.'er TEPC!.1 ; se col0c 

taran fracciones Je u.s ml y ol contenido de proteína d0 cada - -

fracción fue cteterminado usando •21. método ck llradforu, M. (1976), 

la molaridad clo cada fracción fue dctcrmi11:1da po1· conouctividud ;-

cuando fue necesario, 1as fracciones eluida~ ent1·c 0.5 y O.ü M --

se juntaron y se mezc.larou con -' \'OJíimenes del m.ismo buffer excc!!. 

to que no contiene glicerol y se llevaron n centrifugar a 40,000· 

rpm en una ul tracentrífuga Beckman rotor 50Ti durante 18 horas a-

4 ºC, con el propósito de cmpastillar 1:1 enzima. LQ pastilla se re 

suspendi6 en 200 µl de buffer Azs conteniendo: 50 mM Tris-HC1 pH-

7.9, 0.1 mM EDT/\, 0,1 mM DTT, 0.2 mM PMSP y 2S~ (!'/V) giicerol,--

para ser sometido a electrofor&sis en geles de ocrilamida-SDS, -

transferido a filtro de nitrocelulosa e incubado con anticuerpos

específicos contra la RNA polimerasa II. 

XI) CUANTIFICACION DE PROTEINA. 

Para la cuantificaci6n de proteína, se siguió el método --

descrito por Bradford, M. 1976 (53). 

1)· Preparaci6n del reactivo.- 100 mg de azul de coomassie G-250-

disolvibron en 50.ml de etanol al 95\, a la solución anterior~ 

l_e afiaden 100 ml de ácido fosfórico al ssi (P/V), la soluci6n

*csultante se lleva a: un volúmen final de 1 H tro. La concentra- -
. ·. . 

final d~l reactivo es: 0.01 \ (P/V) azúl de coomassie G-25_0, 

···•· ·4.a {P/V) et;anól y a.si (J>/V) ácido fosfórico respectivamente, -

se· filtra a tr.avés de .un. filtro Whattman 3 MM. 



2) Preparación de la solución stock de proteina.- La solución -

stock de proteína se prcpar6 usando albumina de suero <le bovino-

a una concentraci6n de 1 mg/ml en O.IS M de NaCI. 

Para la estandarización de la curva patrón, se usaron con 

centraciones de proteína del rango de 5 n 60 µg. El voldmen fi·· 

nal se ajustó a 100 µl con una soluci6n de NnCI 0.15 M. A cada -

tubo se le agregaron S ml del reactivo mencionado anteriormente, 

la solución final se mezcla vigorosamente. Después de dos minu--

tos(tiempo en que se lleva a cabo la reacción del colorante c~n

la proteinaJ, se le mide la absorbancia a 595 nm. La concentra--

ción de proteína fue graficada contra la absorbancia correspon--

diente. A partir de la curva resultante y de la absorbancia en--

centrada en las muestras a medir, se puede cuantificar la caneen 

tración en µg de proteína pnr ml de muestra. 

XII TRANSFERENCIA DE PROTEINAS A FILTROS DE NITROCELULOSA. 

Para la transferencia de proteínas a filtros de nitrocelu 

s~ sigui6 la metodología descrita por Towin, et. al.,1979-

D~spués de la electroforésis, el gel fue preparado para la 

>transferencia a filtros de nitrocelulosa. El gel fue transférido 

175 V (voltage constante) en tres-
'·:· ·' ' 

debuH~r.conteniendo: 25 mM Tris (Base), 9Z BM glicinh-

La cámara de transferencia se. mantuvo en un -

C:ont.eniendo hielo seco .pará mantener la tem~ 

durante la transferencia~ Un~ -~ 

se inCub6 durante toda'l:i nQ.che éon 
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15 ml de buffer WB (0.01 M Tris-llCl pll 7.4, 0.15 M NaCl, O.Si -

triton x-100, 0.2\ SDS conteniendo 3i de albumina de suero de -

bovino, para bloquear los grupos activos del papel. 

Después del bloqueo, los papeles se incubaron durante 3-

horas con los anticuerpos (150 µl) contra la RNA polimerasa II

cn el buffer de incubación conteniendo 1~ de albumina (10ml/gel) 

Después de la reacción, los filtros se lavaron tres veces por -

periodos de 15 minutos cada lavada usando el buffer de incuba -

ción mencionado anteriormente excepto que no contiene albumina. 

Posteriormente, los filtros se incubaron durante 2 horas, ya -

sea con la proteina A-125 1 (1-2xl06 cpm/gel) 6 biEn, con un se

gundo anticuerpo proveniente de chivo contra IgG de conejo y -

que lleva acoplada peroxidasa. La reacción se realizó en 10 ml

del buffer de incubación conteniendo 1\ albumina. Postcriormen-

te se lavaron los papeles por una hora con cambios cada 15 min~ 

tos. Las proteínas inmunorreactivas fueron visualizadas ya sea· 

por autorradiografia a -70°C en un film para rayos-X Kodak X- -

Omat AR 6 bién se desarrolló el color de la peroxidasa segGn la 

.metodología d~scrita en el instructi~o adjunto al proddcto (Bio_ 

J 984) • 



45 

RESULTADOS. 

CARACTERIZACION DE LA RNA POLIMERASA I I UNIDA A COMPLEJOS DE 

TRANSCRIPCION VIRAL DE SV40. 

En un intento por caracterizar a la RNA polimerasa II uni

da a genes activos en transcripd6n utilizamos al virus SV40 como 

modelo de estudio dada sus características mencionadas anterior -

mente. Para éste prop6sito, se sigui6 la metodología descrita en-

la figura 6. Despu6s de centrifugar el sobrenadante celular con -

teniendo los minicromosomas virales sobre un gradiente lineal de

sacarosa del 10-40\ a 36,000 rpm durante 4 horas a 4ºC en una ul

~racentrífuga Bcckman rotor SW40, se colectaron ZO fracciones de-

aproximadamente 600 µl a partir del fondo del tubo; el patr6n de

sedimentaci6n de los minicromosomas (fig. 7a) fue el mísmo en to-

dos los experimentos. De los fracciones colectadas en la figura -

7a, se tomaron alícuotas de algunas de las fracciones y se lleva

ron a geles de acrílamida-SDS y tefiidos con nitrato de plata en -

un intento por caractbrizar a la especie enzim5tica unida a los -

complejos de transcripción viral (CTV). Se encontr6 principalmen

un péptido con un peso molecular de 214 Kd que pudiera t:ta tal'

la especie lIA (214 Kd) y una pequeña cantidád de un pepti~ 

d.e 240 Kd que .correspondería a la especie IIO de -

Cuando realizamos el mapeo tríptico (ver mé

~éptido7 son parte de· la enzima;

homologfa entre sí y .nl inisma 

la especie.! IB de la en-

8); .estos-
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firman la idea de que los p6ptidos mencionados (240 y 214 Kd), -

forman parte de la enzima ya que existen evidencias de que estos 

péptidos muestran un patr6n tríptico semejante entre si (Dahmus, 

M. 19B3) (52). 
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FIGURA 6.- É.sgu~i,~ !'._;\_!0_L~ E_U~If.If.A9Q.N_D~ !:.º~ ~!I!::!_IfRQ.~lQ.SQ.M~S

VIRALES DE SV40. 
----~------

El cultivo de c6lulns CV-1, la infecci6n con SV40 y la o~ 

tenci6n de la cromatina viral a las 40 horas post-infección se -

realizó según lo descrito por Gariglio y Cols. (23). A las 20 ho 

ras post-infección, se marcó el DNA viral con 
3
H-timidina (20 

µCi/caja). Se sedimentó la cromatina viral en gradientes de saca 

rosa del 10-40~ en 10 mM Tris··llC1 pll 7.0/0.2 mM EDTA/0.4 M NaCl-

durante 4 horas a 36,000 rpm en un rotor SW40. Se colectaron - -

fracciones de 625 µl por el fondo del tubo y se contaron 20 µl -

de cada fracción en papeles Whatman 3 MM, los cuales se lnvaron-

3 veces con TCA al S' y 1 ve: con etanol frío. 



CARACTERIZACION OE l.A RNA POL ll EN GENES ACTIVOS 

l 
t1nc1dn AoNo. 

l 
M4P•.o lrlpllco 

cromoHnu 

·~ 
CltOWAT1NA 
«;l.Ut.AR 

dtttrmt"oc.ión 
d• 

todloodl•l.dcd 

48 



FIGURA ·1. - fAE.Af.T§.Rl_ZAC.!_O!i QE_LA E_N~ E.0!:,l~EE.A~A_I!_ ~SQ_CJ_AQ.A_A_ 

~I!i_I f.RQ.MQSQM6_S .JRJ\!'.!_Sf.H.!.Pf.I Q.NAL~EE!_Tg_ ~C! I '{_0§..:._ 
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Se utilizaron 115 µl de las fracciones correspondientes 

del gradiente de sacarosa (panel a), para realizar electroforésis 

en gel de poliacrilamida-SDS en gradiente (5-17-5\) segrtn lo des

crito por Lnemmli (49). 

Las fracciones IS y 17 corresponden al tope del gradicntc

y la fracci6n 11 a la mayor concentraci6n <le minicromosomns de- -

SV40. T.T. contiene en:ima purificada <le timo de ternera utiliza

da como marcador de tamafio de las subunidades de la RNA. polimera

sa II. Los nrtmeros a la derecha indican el peso molecular en mi

les de daltones. 

El gel se tift6 con nitrato de plata segrtn lo descrito por

Wray y cols. (SO). 
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FIGURA 8. - ~\!'._A_D~ !:!_U~L!:_A _D~C!_l!:A~ i_F!_N§_E~P~I~Tl ~E _L~ ~U~U~I~A~ 

.!.I~ gE_L~ ~N~ ~O~IMERJ\S~ ll_D~ II~O_D~ IE~N~R~ y QE__: 

!:_O~ f.Ef.T .!_DQS _D~ .?_ 1 '.!_ Y._ .?_4 Q_ K~A~Off ~DQS _A~ ~ l l:J. I fRQ.~!Q.SQ 

~A.!. 

Las subunidades de la enzima y la fracci6n corres~ondiente 

al pico de DNA viral que se muestra en el gradiente de sacarosa -

de la figura anterior se separaron en un gel de poliacrilarnida- -

SDS. La banda de 180 Kd de timo, asi como los péptidos de 214 y -

240 Kd asociados al pico de DNA viral, se extrajeron del gel, se

marcaron con 125¡ y la protcina se rccuper6 COMO lo describe To--

lan (1980). 

Se realizó la digesti6n con tripsina (TPCk)durante 6 horas 

a 37"C en SO mM de bicarbonato Je amonio pH 8.0. El análisis bidi 

mensional se realiz6 colocando 2.5XJ04 cpm de la muestra en pla-

cas de celulosa y efectuando primero una electrofor6sis (pH 4.4)

durante 2 horas a 200 V y posteriormente una cromatografía aseen-

dente como lo describe Dahmus (1983). 

Las flechas indican la direcci6n de: E (electrofor&sis, c. 
crom¡itografía). 

El origen se encuentra abajo, a la derecha. 

expuse durante 4 dias a -80ºC.usando una pant! 



C. T. 1190Kdl_ C.T. V !2!4K41 
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CARACTERIZACION DE LA RNA POLIMERASA II LIBRE Y UNIDA, TANTO EN

CELULAS CV-1 COMO EN llEPATOCITOS DE RATA. 

Por otro lado, basdndonos en la metodología descrita por-

Yu, F. (1975), tratamos de caracterizar a las dos poblaciones e~ 

zim&ticas presentes en la c6lula (estas dos poblaciones se cono-

cen como libre y unida a la cromatina). Para ésto, empleamos tan 

to la línea celular CV-1 como hcpatocitos de rata. 

Para la separación y caracteri:aci6n de las poblaciones -

libre y unida se siguió el protocolo descrito en Métodos y en -

el esquema de la figura 9 donde se incluye la electroforésis en-

geles de acrilami.da-SDS e inmunodctección en filtros de ni.troce-

lulosa usando anticuerpos espccificos contra la eniima. La cnzi-

ma libre fué también caracterizada por cromatografía en sephadex 

G-200 y hcparinn-agarosa. 

Cuando analizamos la enzima libre de células CV-1 <lespu6s 

de ser pasada a través de la colúnma .de sephadcx G-200 (fig .1 O), 

encontramos que la enzima eluyc ~n elcvolúmen vacio de dicha co

Alícuotas de cada fracciGn el1.lidas en el. volúmen vacío- · 

co!ridas en geles de acrilamida-SDS y tefiidos con nitrato 
. . 

d,e'.plata (fig. lla), o bién transferidos a filtros de nitrocelu-

la RNA polímerasa II y

con proteína A-125r (fig;llb). La tin.ci6n del gel 

plata muestra~ mayóri ta:riamente, un pt\ptido con • 

Kd .qui;i, correspondería a la form~. IIB de fa ,enzi -

. > .t~nib'ién éxi~te UJ!a pequeña cantidad.de. las far-
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con anticuerpos contra la enzima y revelado con proteína A-125 1 , 

se encontr6 que los anticuerpos reconocen prcferencialmente a -

los péptidos con P.M. de 240, 214 y 180 Kd, además de dos pépti

dos con pesos moleculares de 90 a 34 Kd respectivamente (fig. -

llb). 

Estos resultados demuestran que los p6ptidos mencionados

anteriormente son componentes de la RNA polimerasa 11 y, al mis

mo tiempo, demuestra que la enzima libre est§ compuesta princi-

palmente por la especie Illl (fig lla), aunque 6ste resultado no

se puede observar en la fig. llb ya que existe uno scnsibilidod

diferencial para las subunidades de mayor peso de la enzima de -

timo de ternero (ver fig. llb, carriles C.T.), es decir, losan

.ticuerpos reconocen mas fuertemente el péptido de 214 Kd que al

de 180 Kd y cnsi no reconocen al pl.iptido de 140 Kd, (59). 
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FIGURA 9. - ~sg_UE_M~ ~A~A_L~ ~E~A~A~I~N_D~ ~A-R~A_P~L!_M!!_R:'.'.S:'_'. .!_l.::_ • 

LIBRE. - - - -

Los nticleos de células CV-1 y hcpatocitos de rata fueron

obtenidos como se describe en MGtodos. Para separar la enzima li 

bre de la asociada, los ndcleos fueron rcsuspendidos en sacarosa 

0.34 M y tratado como lo describe Yu, r. (1975). La cnzimn libre, 

tanto de células CV-1 como do hcpatocitos de rata fueron purifi· 

cados y caracterizados posteriormente como se muestra arriba o -

como se dese ribe en ~tétodos. 
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FIGURA 10-11.- ANALlSlS_P.!?_P!IQif.O_Df_LA E_N~ f.O!:I~E!~M.AJ!. ~I-ª.R§.

QE_Cg_L~LAS_C~-.!.:_ 

Los nOcleos de células CV-1 fueron obtenidos como lo des

cribe Gariglio (1979) e incubados en sacarosa 0.34 como se des -

cribe en Métodos y en la leyenda de la figura 9. El sobrenadante 

nuclear, conteniendo la RNA polimerasa II libre, fuS pasado a -

trav&s de una colOmna de sephadex G-200 como se describe en Méto 

dos. Las fracciones 8-14 (ver gr6fica de la figura 10) fueron c~ 

rridas en geles de acrilamida-SDS y tefiidas con nitrato de plata 

(fig. lla) o transferidas a filtros de nitrocelulosa para su in

munodetecci6n usando proteína A-125 1 (fíg. llb). Los nOmeros en

cada carril indican el ndmero de fracción de la grtlfica 10 que -

fueron usadas (80 µ1). 

C.T.) RNA polimernsnII purificada detimo de ternera y us~ 

da co~o marcador de P.M. de las subunidodes. 



e 
........ 

eoo 

~ 400 
Q) -o ... 
a. 

58 

Sephadex G-200 



g 10 C.T 11 12 13 14 

a 

b 

Fi9. ll 



60 

En un intento por purificar un poco más a la población de 

enzima libre de células CV-1, las fracciones eluídas en el volú

men vacío de la coldmna de sephadex G-200 (fig. 10), se juntaron 

y se llevaron a una colúmna de hepnrlna-agarosa (ver Métodos). -

Después de lavar la coldmna con buffer TEPGN, conteniendo 0.2 M

de NaC1, la enzima retenida se cluy6 con un gradiente lineal de-

NaC1 de 0,2 M a 1 .Z M. La fig. 12a muestra el perfil de eluci6n-

de la enzima, donde además se observa que la enzima eluye a una-

molaridad de 0.5-0.6 M de NaCl. Cuando analizamos alícuotas de -

las fracciones de mayor interés en geles de acrilamida-SDS teni

dos con nitrato de plata, se encontr6 que gran parte del péptido 

de 180 Kd, junto con el péptido de 240 Kd que corresponderla a -

la forma IIO, eluyen a O.Z M de NaC1; mientras que la poblaci6n

de enzima retenida que eluye a· 0,6 M, está compuesta por las for 

mas IIA (214 Kd) )' IIB (180 Kd); IIC (140 Kd), es un péptido co

mún para las tres especies enzimáticas reportadas (IIO, IIA y --

Para determinar si éstos péptidos, retenidos en heparina· 

:agárosa, forman parte de la enzima, las proteínas fueron trans -

feridas a filtros de nitrocehüosa después de haber sido concen

·. tr~das ~omo se describe eri Métodos_. 300 µ1 de las fracciones 

elúyen a O.S~0.6 MNaCl (fig. 13a) fueron juntadas y -

· .. __ con:el ~isrno buHcr(exceptoque no contiene glicer~l) 
proteína; fue empastillada por centrifugaci6n a 40 ;ooo rp~ 
·ts llor.as<a 4ºC en una ultracentrHuga Beckman rotor - -

La pastlna se resúspcndi~ en 200 µl de buffer Azs .conté-- .. 

50 mM_Tris-H.Cl pH 7.9, 0.1 mM EDTA, 0.1mMDT1',·0 •. 2 ni~!· 
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PMSF y zsi glicerol y llevada a electroforésis en geles de acri

lamida-SDS y transferidas a filtros de nitrocelulosa, incubado -

con anticuerpos contra la RNA polimerasa II y nosteriormente se

us6 un segundo anticuerpo de chivo aco~lado a peroxidasn diriei

do contra IgG de conejo. El resultado presentado en la figura- -

13 b muestra que el péptido de 214 Kd es reconocido por los nnt! 

cuerpos, lo que hace pensar que este péptido, retenido nor hepa

rina-agarosa, forma parte de la enzima; sin embargo, el p6ptido-

de 130 Kd no se observa y esto podria explicarse en parte por la 

poca cantidad que se retiene de este péptido,asi como a la menor 

sensibilidad de los anticuerpos por este péptido con respecto al 

péptído de 214 Kd. 

Cuando analizamos a la poblaci6n de enzima que csti unida

ª la cromatina, después ·ae haber sido extraída la enzima libre;-

la cantidad de ndcleos equivalente a 20 cajas de células CV-1 -~ 

fueron resuspendidos en 5 ml de buffer conteniendo: 10 mM Tris-

HC1 pH 7 :9, 1 M sacarosa, 5 mM MgC1 2 y 20 mM y-mercaptoetanol; -

alícuotas de la suspens i6n anterior fueron tratadas bajo difere!!_ 

. tes. condiciones. como se muestra en la figura 14, y corridas en-

. ge le~ .d~ ¡;icrilamida~ SDS. Pos tcriormente se transfirieron a fil~

nitrocelulosa, in~ubados con anticue:pos contra la cnzi

con '.un segundo anticuerpo de chivo acoplado a pero 

IgG de conejo. Como .se muestr~ en la. fig~ 

la e~zimá unicl¡i está compuesta nrincipal:. 

sé\lo uná.pequeña cantidad, de lá esp.!:_ 
. . 

AÚmisirio, se observó que cu.and_o soni~ · 

40 ségúndós en presencia de sarkosy1 1 ~ _ 
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gran parte de la especie I!O se pierde (cnrril 3). Este efecto -

s~ debe a la sonicación de los nOcleos ya que otra nlícuotn de • 

ndcleos, en presencia de sarkosyl, pero sin sonicar, no muestrn

el mismo efec~o (carril 4). 
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FIGURA 12.- CROMATOGRAFIA EN llEPARINA·l!AGAROSA DE LA RNA POLIME 

RASA II LIBRE DE CELULAS CV -1 • 

El pico de protelna obtenido en el volOmen vacío de la co

lúmna de sephadex G-200 (ver fig. 10) fue llevado a una colúmna

de heparina-agarosa como se describe en mEtodos. 

a) Perfil de cluci6n de la proteína. 

b) Tinci6n del gel con nitrato de plata. 

Los números de cada carril rc;irescntan la fracción corres-

pondicnte eluídas en la colOmna (panel a). 

Cada carril contiene 100 µl de muestra, 

p) 20 µl del pico de protcina obtenido de la colOmna de sephadex· 

G-200 que fu6 llevado a la colOmna de heparina-agarosa. 
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FIGURA 13. - INMUNODF.TECCION DE LAS SUBUNIDADES DE LA RN/\ ----7------------------
POL It>.ER/\SA II EN FILTROS DE NITROCELULOSA. - - - - - - - - - - ··- - -

El experimento fu6 hecho siguiendo el procedimiento descri 

to en la leyenda de la figura 12. 

Con el prop6sito de concentrar el pico de proteína que el~ 

ye a 0.5-0.6 M NaCl, alícuotas de 300 µl de las fracciones 26-30-

(panel a), se juntaron y mezclados con 4 voldmenes del mismo bu-

ffer, sin glicerol, y centrifugado durante 18 horas a 40,000 rpm

a 4°C en una ultracentrífuga Beckman, rotor SO Ti. La pastilla -

fué re suspendida en 200 µl de buffer Azs conteniendo O. 2 mM PMSF. 

b) Análisis de las subunidadcs enzimáticas por inmunodctec 

ción en filtros de nitrocelulosa. 

1 y 2) 100 y SO µ1 respectivamente de la pastilla resuspen-

dida. 

e. T.) RNA pol imerasa purifi.cada de timo de ternera usada -

co~o marcador de P.M de las subunidades; 



(] 
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FIGURA 14.- COMPOSICION PEPTIDICJ\ DE LA RNA POLHIERASA JI UNIDA 

A LA CRO~IATI:~A DE CELULAS CV-1. 

Los ndcleos de c6lulas CV-1, luego de hnber sido extraida 

la RNA polimerasa 11 libre, fueron resuspendi<los como se <lescri 

be. en M6todos. Lp suspcnsi6n se fraccion6 para ser ensayada b! 

jo diferentes condiciones y, posteriormente, se tomaron alícuo-

tas de cada fracci6n para ser llevadas a geles de acrilamida- -

SDS, y transferidas a filtros de nitrocelulosa. La enzima fue -

detectada usando anticuerpos y posteriormente, su us6 un segun-

do anticuerpo de chivo acoplado a pcroxidasa y dirigido contra

IgG de conejo. 

Cada carril contiene 100 µl de muestra tratadas bajo las

condiciones scftaladas en cada carril. 

Los ndmeros a la derecha indican e1 P.M. en miles de dal-

tones. 
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Cuando analizamos la composición pcptidica de la llNA polim! 

rasa II libre, obtenida de ndcleos de hlgado de rata, encontrn--

mos que la enzima está compuesta principalmente por la especie -

IIB que tiene un P.M. de 170 Kd en este organismo (fig.15n, ca -

rril S.N.). Despu6s de pasar esta fracción por cromatografia en

sephadex G-200, encontramos que este p6ptido eluyc en voldracn Y! 

cio de dicha colfimna (ver figura 15). Los fracciones 8-14 se 

juntaron y se tomaron alícuotas para ser corridoscn geles de a--

crilamida-SDS y teftidos con nitrato de plata (fig.15a) o bi!n --

transferidas a filtros de nitrocelulosa e incubadas con nnticuer 

pos contra !UlA polirnerasa II para su inmunodetección (fig.1Sb). 

Se encontró que el p6ptido mayoritario de 170 Kd, observa

do por tinción con nitrato de plata (fig. 15a), formo parte de -

la enzima (fig. 1Sb). Asimismo, se encontr6 que existe una pequ! 

fia cantidad de la especie IIA que no es visible por tinción con

nitrato de plata. El resto de las fracciones que se juntaron- -

{8-14) fué llevado a una segunda cromatografía en heparina-agar~ 

sa. Después de lavar la coiamna con buffer TEPGN conteniendo 0.2 

'M de NaCl, la enzima se eluy6 con un gradiente lineal de NaC1 de 

o.2 a ·1.2 .. M; el perfíl de elución de la enzima se muestra en la

grlifica de. la figura 16, donde se observa que un pequeño pico de 

eluye a una molaridad de NaCI entre O.S y 0.6 M; sin 

·al tratar~~ analizar 1a composicifin peptídica de esta- • 

de ~bscrvarlo dada la po~ 

d~ p'roteína retenida, Por otro lado, cuando .analiza-' 

de.proteína qui eluyc a-~ 
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0.2 M. de NaCl, encontramos que existe una gran cantidad tle la -

especie IIB que eluye a esta moiaridad (fig. 16a y b). 

El siguiente objetivo fuó comparar el patron pcptldico de

las dos poblaciones enzimaticas (libre y unida a la cromatina) -

de hígado de rata. La figura 17a y b mui.!stra que la enzima libre 

está compuesta principalmente por la forma IIB (170 Kd), mien- -

tras que la enzima unida es rica en la especie IIO y tambifin 

existe una pequeña cantidad de la especie IIA (214 Kd). Este re

sultado es similar al encontrado en células CV-1. 
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FIGURA 15,- ANALISIS PEPTIDICO DE LA RNA POLIMERASA II LIBRE DE 

llIGADO DE HAT/\. 

Los ndcleos de hígado de rata fueron obtenidos e incubados 

en sacarosa 0.34 M como se describe en métodos y en la leyenda -

de la figura 9. Después de la extracci6n, el sobrenadante nucle

ar (SN) conteniendo la RNA polimerasa fI libre, fué pasado· a -

trav&s de una coldmna de sephadex G-200 (ver figura 15). Las - -

fracciones que eluyen en voldmen vacío (Fx 8-14), fueron junta -

das y analizadas. Alícuotas de esta fracción fueron corridas en-

geles de acrilamida-SDS y teftidos con nitrato de plata (panel a) 

o.bién transferidas a filtros de nitrocelulosa (panel b) e incu

bados con anticuerpos de conejo .contra RNA polimerasa II purifi

cada de timo de ternera, seguido por un segundo anticuerpo con-

tra IgG de conejo conjugado a peroxidasa, y revelado como se des 

cribe en métodos • 

. SN) 120 µl de sobrenadan te nuclear. 

A y B) 120.y 30 µl respectivamente de la población de proteína -

e luye en volúmen vacío de la coldmna de sephadex G-200 ., C. T.) 

.poliínerasa II purificada de timo de ternera- y usada como raa:r 
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FIGURA 16. - CROMATOGRAFIA EN llEPARINA-AGAROSA DE LA RNA 

POLIMERASA II LIBRE DE HIGADO DE RATA. 

1.0 mg de proteína que eluye en volúmen vacío ele la colúm-

na de sephadex G-200 (ver gr5fica ele la figura 15), fu& llevado

ª una colúmna de heparina-agarosa equilibrado previamente en bu

ffer. TEPGN (10 mM Tris-llCl pl! 7 .5, 1 mM EDTA, 0.2 mM PMSF, 25'1, -

(P/V) glicerol y 0.2 M NaC1). Posteriormente, la colúmna se lnv6 

con 15 ml de buffer TEPGN y la enzima fuG cluida con un gradie~ 

te lineal de 0.2-1.5 M de NaCl en el mismo buffer. 

El perfíl de cluci6n de la proteína se muestra en la gráfi_ 

ca. Alícuotas del pico de proteína que eluyen a O.S-0.6 M (frac

ción 34) y 0.2 M (fracciones 5 y 6) fueron corridas en geles de

acrilamida-SDS y tefiidas con nitrato de plata (panel a), o bidn, 

transferidas a filtros de nitrocelulosa y probadas con anticuer· 

pos específicos contra la enzima (panel h). 

A) 120 µl de la. fracción 5; E) 1io µl de la fracción 6; C) 120 -

µl de la fracción 34; CT) RNA polimerasa Il purificada de timo -

ternera usada como marcador de P.M. de las subunidades, 
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SOLUBI LI ZACION DE LA RNA POL IMERASA ASOCIADA A LA CROMA'!' INA, U -

SANDO EL DETERGENTE SJ\RKOSYL. 

En un intento por caracterizar a la esnccie enzimática ac

tiva en transcripción, la población de enzima unido a la cromati 

na fué resuspendida en 1 O m~1 Tris-llCl :ill 7. 9, l M saca rosa, 5 mM 

MgC1 2 y 20 mM B-mercaptoctanol en presencia de 11 de snrkosyl. -

Este detergente ani6nico desprende todas las proteínas unidas al 

DNA, pero respeta a la RNA polimcrasa activa en trnnscripci6n- -

(43). La suspensión fué incubada durante 10 minutos a 4 y 30°C -

respectivamente. Posteriormente, la suspensión se centrifugó a -

Z0,000 rpm durante 20 minutos a 4ªC en una ultraccntrífuga Beck

man, rotor SWS0.1 con el propósito de caracterizar u la especic

enzimltica que se desprende con esta concentración del detergen

te. La pastillacromatínica se resuspcndió en el mismo buffer y 

se tomaron alícuotas de ésta y del sobrenadante de 1i de sarko -

~yl, para ser corridas en geles de acrilamida-SDS y tcfiidas con-

. nitrato de plata (fig, 18a), o bién transferidas a filtros de ni 

troc.elulósa para su inmunodetección (fig. 18b), 

~e encontró que una gran cantidad de la forma 110 (aproxi-

se· desprende de la cromatina junto con la tota 

l~ esp~cie. IIA, quedando sólo una pequeña .cantidad de -

U.niela a la cromatina; éstos resultados pare -

especie enzimática transcripcfona1mente acti- · 
:: . :. :·_·,'. : 

de hígado . de . .fata, es.tá compuesta' principalmente . ~. 
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FIGURA 17 .- ~O~PQSI_C!_O'.:!_ !'_E!'._T.!._D.!._C~ QE_L~ !lN~ !'_O!:_I~E8_A§_A_I.!. !~_l)!R_g_ 

Y UNIDA A LA CRm!ATINA EN NUCLEOS IlE llIGAilO .DE RATA. 

La RNA polimerasa libre y unida a la cromatina de higndo -

de rata, fueron separadas siguiendo la mctodologia descrita por -

Yu, F. l97!>) (ver ligura 9 y Métodos). Alícuotas, tanto de la pa~ 

tilla de cromatina, conteniendo la enzima unida (rcsusrcndiaa ca-

mo se descrioc en m&todosJ, y del sobrcna<lantc ae 0.34 M de saca-

rosa (contcninc<lo la enzima libre), fueron corridas en geles de -

acrilamida-SDS y tcfi1das con nitrato de plata o bidn transferidas 

a filtros de nitrocelulosa y analizadas como so describe en móto~ 

dos. 

PN) 100 µl de la pastilla nuclear conteniendo la enzima unida. 

SN) 100 µl del sobrenadanto de 0,34 M de sacarosa conteniendo la

enzima libre. 

CT) RNA polimerasa II purificada de timo de ternera y usada como.,_ 

marcador de P.M. de las subunidadcs. 
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FIGURA 18. - CJ\RACTERIZACION DE LA RNA POLl~IERi\SA ll UNIDA A GE-

NES ACTIVOS DE NUCLEOS DE llEPATOCITOS DE RATA USAN-

DO EL DETERGENTE SARKOSYL. 

Después de haber extraído la RNA polimerasa II libre, a -

partir de ndcleos purificados, la cantidad de ndcleos equivalen

tes a 10 g de hígado se resuspcndió en 5 mi <le buffer como se -

describe en mEtodos. 

De la suspensión nuclear, conteniendo la RNA polimerasa -

unida, se tomaron dos alícuotas de 1.5 ml y se le agregó sarko-

syl a una concentración final de 1i incubfindose a 4ºC y 30°C du

rante 10 minutos. Posteriormente, los muestras se centrifugaron

ª 20,000 rpm durante 20 minutos a 4°C en un rotor S\'150.1, Se to-
' ' 

maron olicuotas, tanto del sobrenadante como de la pastilla para 

set corridas en geles de acrilamida-SDS y teftldas con nitrato de 

plata (a), o bi&n transferidas a filtros de nitrocelulosa para -

ser detectadas usando anticuerpos contra la enzima (b) (ver M!t2 

.dos). 

de la pastilla de cromatina despu&s de ser tratada~ --

1 ºº µ1 del. sobrenadan te de 1 i de sarkosyl. 

conteniendo solamente la enz.imá unida. 

II puri,Hcada de. timo de tern~ra y usa,da co 

¡Í~so, ge las sUl>unfdndes. 
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DISCUSION. 

En este trabajo se trató de caracterizar a las dos pobla

ciones de RNA polimerasa II presentes tanto en c6lulns CV-1 como 

en nGcleos de hepatocitos de rata. Estas dos poblaciones se cono 

cen como libre y unida, respectivamente; se sabe que la enzima -

libre es activa para templados ex6genos y que esta población re-

presenta aproximadamente el SO\ de la población total de la enzi 

ma presente en la c6lula (48), Nosotros encontramos que: a)csta

poblaci6n es rica en la especie IIB; b) que en células CV-1, el

p&ptido mayor, tiene un peso molecular aproximado de 190 K<l mien 

tras que en nGcleos de higado de rata tiene un P.M. de 170 K<l- -

(SS). Se han usado diferentes criterios paro la caracterizaci6n

de la población libre como son: La cromatografía en sephadex- -

G-200 y heparina-agarosa; esta filtima resina es un an&logo de--

ácidos nucleicos y por lo tanto, las proteínas con afinidad a- -

los ácidos nucleicos (DNA o RNA), se retienen en esta colúmna; -

sin embargo, se ha visto que gran parte de esta poblaci6n no se.-· 

.retien~a 0.2,M do NaCl, indi~~ndo que esta especie (IlB) tiene

poca afinidad por el DNA, lo cua.l coincide con su estado (libre) 

célula. 
' •' :. 

otro lado, .creemos que el .uso de anticuerpos dirigi-~ 

énzima es i.tn mtitodo directo para caracteriiar la' -
:.' .. :· .. : ' 

poblaciones enzimática.s presentes en. la. chula~ 

.. ~~ta ·t'iltiin~ mct~doiógia, se enéo~tr6 c¡ue la . i)g_ 

esta compuesta p~incipalÍne~te ,ptH la, 

esta unida fuertemente' á la croniatfn'a• 

activa en tra~scrJp~16~ da.: . 
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doque no se desprende totalmente de la cromatina cuando ésta es-

tratada con altas concentraciones (1 1) de snrkosyl n diferencio 

de la especie IIA que se desprende totalmente mediante este tra

tamiento. Parece ser que lo especie IIO se destruye f5cilmente -

cuando el tejido es sonicado para la purificaLi6n de la enzima -

(fig. 14), Este fenomeno podría explicar, nl menos en parte, la-

presencia mayoritaria de dos especies diferentes do ln enzima --

(IIA y IID) en las purificaciones convencionales. Adem5s, la no

ca afinidad de ln especie IID por algunas resinas, podría expli-

car la baja eficiencia de recupcruci6n de la enzima en los puri-

ficaciones. 

Se ha sugerido fuertemente (56, 57, 58), la existencia de 

proteasas capaces de producir una prote6lisis específica de la -

especie 110 como un mecanismo para la existencia de las tres es

pecies encontradas y, que &sta prote6lisis, ocurre durante. la 

.extracci6n y purificnci6n de la enzima; sin embargo, nuestros re 

·sultados sugieren que in.vivo, existen al menos dos especies si-

endo éstas II,O y IIB. Aunque IIB pudiera ser producto de una pr~ 

.· _teólisis párcial d.e la especie IIO, &sta proteólisis es espccíff 

mimera podría estar relacionada con los eventos -

, elongación y termina~i6n de la transcripción, yti

la especíe IIB es capá.z de trai1scribir DNA puri

pero es incapaz de reconocer específi. 

de inicÜción de genés c~lulares (regiones pro~ 
" ... •' .· .· : - ... •' . . .. . ,. 

tietnpo,· se sabe que anticuerpos producidos -~ 

inhiben la iniciación 
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de la transcripción de promotores virales y celulares en siste-

mas in vitro. (33). 

En base a nuestros resultados y a los antecedentes mencio 

nados, pensamos que la especie ITO está implicada en el reconocl 

~iento <le regiones ,romotoras de genes esryecf ficos que son o~se

rftn transcritos mientras que la especie ITB estarla relacionada-

con los procesos de elongación y/o terminación. 

Poco se sabe de la especie IIA en sistemas in vivo,aunque 

se ha reportado que constituye el 45~ de los tres especies repor 

tadas en las puri ficacioncs convencionales~de b en;:im:1. Nosotros 

hemos encontrado muy poc3 cantidad <le esta especie en nuestros -

sistemas de estudio, ya sen en lo poblaci6n que se encuentra en

ferma libre como l:i tmida :i la cromatin:i. Sin embargo, no se sabe 

si esta heteroge•1cddad en la distribución de esta especie, sea -

real o se deba a un artefacto de la metodología empleada. Tambi6n 

existe la posibilidad de que sea un producto intcrm~Jio en la -

conversi6n de la especie IIO a IIB (si es que ésto.ocurre); tam~ 

biln pudiera ser una forma mfis estable de la especié IIO; lo que 

si és claro, es que guarda una estrecha relación con las otras -

d6s especies (IIO y IIB) y que anticuerpos dirigidos contra las-
... ··, 

subúnidades mayores de _cada 'especie reconocen más fuertemente al 

(214 Kd) con respecto al p!iptido IIb ( 180 Kd) (59). 

Adem<'is, anticuerpos dirigidos contra este póptido (IIa),· 
. ' : - . . 

fu~rtemente al plptido mtis gra~de de la especie ÚÓ • .: 

á_~ro'ximado de 240 Kd (restiltado~ no presentados).·-~ 
~csultados, ¡os·res~ltadJs presentados 
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guras 7 y 8, parecen indicar que la especie llA, est5 asociada -

a genes que son o est5n potencialmente activos en transcripción. 

Cabe mencionar tambi&n que el hecho de que anticuerpos di

rigidos contra RNA polimerasn TI de timo de ternera, reconozcan -

fuertemente a la enzima de otras especies como son mono (!1:lra la

linea celular CV-1) y rata, apoya fuertemente la hipótesis de que 

la enzima est5 muy conservada en los organismos eucariontes [60). 

El uso de anticuerpos espec~ficos contra la enzirna, ofrece 

la posibilidad de realizar estudios m5s directos sobre la campos! 

ci6n de la enzima en diferentes estadios del desarrollo de espc-

cies tanto animale~ como vegetales, ndcm5s de ofrecer una alterna 

tiva como método de purificaci6n de la enzima. 
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