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RESUMEN

La ARN polimerasa Il es responsable de la s{ntesfs de .ARN
mensajsro en organismos eucariontes. Algunas preparaciones de
esta enzima presentan tres formas llamadas IIo, Ila y IIb. Las
cvalas difieren en el peso molecular de la subunidad mayor, 1Ilo

1243 ®d), 1la (214 Kd:, ITE (1BC Kd).

Lo= objetivos del presente estudio fueron detectar vy
anslizar 12 estructura molecular de 1la subespecie de la ARN
pelimerasa en plantas de  frijol (Phaseolus vulgaris). Ademas de
evaninar las condiciones que de alguna manera intervienen en 1la
=stzbilidad de la estruztura malecular de las distintas formas de

esta enzima.

Encontramoe que el pdptido de mayor peso molecular de la ARN
polimerasa Il correspondiente a la planta del €rijol, es de 220
d, mientras que para células HeLa es de 240 Kd para su peéptido
de mayor peso molecular de acuerdo a lo reportado por Dahmus
(1931). A={ cismo vemos que en tiempos cortos (de © a 1 hora a 32
£) no existo una raduccidn de la subespecie Ilo contrarioc a 1o

reportzado por Dahmus y Guilfoyle (19730).

PR - 2
Obcurvamoz tambien gue durante un anejamientco en presencis
d- inhibidorz:z (OM3IT ZaM) eaiste una ligere disminucidn de 1lo.
Me ekstante2 no cbservamos ur ipcremento de IIz detido a2 la

dizzinucidn “a TIn.



INTRODUCCION

Una de las mayores dificultades que se presentan al abordar
2l pstudio dal gmsnoma en ~rganismos eucariontes, es su e=lsvado
nivel de complejidad. En dichos organismos el ADN 1lleva 1a'
informacidn en forma codificada (secuencia de nucledtidos) vy
constituye el material genético de las células; en las células
sucarioticas el ADM no se encuentra libre sino formando complejos
zon protefnas  {histonas y no-histonas) que dan lugar a una
@s3tructura llamada cromatina (esta estructura debe su nombre al
hecho que =se tifie fuertemente con colorantes bésicos) en 1los

sdcleos de estos organismos durante la interfase.

Los diferentes estadios estructurales de la cromatina han
sign relacionados con los términos heterocromatina y evcromatina.
En su origen estos términos se emplearon para designar cromosomas
compisrng, Los cromosomas sexuales se denominan heterocromosomas.
En la actualidad la heterocromatina se define en base a tres
criter: 5s; condensacidén permanente durante la interfase,
inactividad genédtica ¥ replicacidﬁ tardia durante la fase S. Por
otro lado 1la eucromatina esta formada por la cromatina
tranccripecionalmente activa a pesar de que la mayoria de ella es

activa solamente durante periédos cortos en la vida de la célula.

Uno do loc mayores impedimentos en el estudio de la relacidn
entre estructura funcidn de 1a cromstipa radica en el hecho Jue
lz mavoric de los eromoscaas con visibles al microscopic dptice
zuando la cromatina esta inactiva ¢ invisibles cuando algunas

5 - - ,
rapionzs de elle e encuentran activas. La cromatina esta



constituida por tres macromoleculas distintas: ADN, ARN Y
protefnas. Las proteinas representan mds de 1a mitad del pesoc de

1la cromatina y se dividen en dos grupos: histonas y no-histonas.

La relacidn entre histonas y ADN es de un microgramo de ADN
/ microgramo de proteina vy se encuentra muy conservado. Las
histonas estan representadas por un grupo de cinco proteinas de
bajo peso molecular con cariacter bisico y cuyo patrdn es casi
‘inverizble entrz distintos organismos, tejidos y estadfios del
ciclo celular, Lac histonas han sido denominadas: H1 (5), H24,

H2B, HZ y H4.

Las no-histonas por otra parte, estan representadas por una
gran variedad d= proteinas f{(aprovimadamentz 43%0 distintos
polipdptidos’, entre los que se encuentran las enzimas
involucradas en el metabolismo. de los acidos nucléicos (ARN
polimarasas, ADN polimerasas, etc.), proteinas que intervienen
especificamente en la regulacién de ciertos genes y aquellos que
intervienen en 1la Drganizacién de niveles superiores de 1la

compa:tacién de la cromatina.

Laz histonas junto con el ADN forman la unidad bisica de 1la
cromstina. Em 1974 Kornberg postuld que la estructura bidsica de
la cromatina estaba constitulde por un octamero de histonas Yy
doscientos pares de bases d= ADN. El octamero de histona formado
po= H2A, H2ZBR, HX v H4 en realidad extd integrado por un tetramero
fuzrtemente unido (HZ-H4), y por dos dimeros 2 (H2A-H2BY (1). La

£imras de croma2tina esta  formada por unidedes repetidas 11amadas
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nucleososas (2) las cuales forman una cadena flexible unida por

pequefios segmentos de ADN.

Luego de digerir la cromatina con nucleasa micrococal se
obtienen particulas derivadas de 1los nucleosomas 1lamadas
particulas centrales, las cuales contienen al octamero de
histonas y ¢Solamente 140 pares de bases de ADN (3). E1 ADN
rootante que une a los nuclecsomas entre si, se denomina ADN

ecpaciador.

£€s posible que 1la gquinta histona (H1) sea uno de los
factores que controlen la expansién s contraccidn cromosdmica
durante el ciclo mitbdtico, como tambfen d= 1a cromatina

interfdasica duranta la diferenciacidn celular.

Se tien=n evidencias que sugieren gque el ADN se encuentra
envolviendo al octamero de histonas, es decir que se enrrolla por

fuera de 1a particula (4), (5), (&) dandole dos vueltas.

El primer nivel de cnmpactactén del ADN resulta en una fibra
nucleocsgmal que es una cadena de 10 nm de espesor. El grado de
coempactacidn del ADN en esta fibra comparado con la forma lineal
»z do resca de szzie veces. Loe nivelez superiores de organizacidn
2 1a cres2*ina 2 generan m=2ianta2 el enrrcllamiento de la fibra
musleas=aal hizira. T1 scqgundo nivel de compactacidn resulta asf

20 unx fikrs d

in

23 a2 30 nm cecrzzocuencia del  enrrollamiento

F-liemidal de 1z fibra bfeica.

~ peesr de l& gran variedad de complejidad de los cromosomas

cucariontes, todo elle mentien2 una simplicidad y uniformidad en
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la manera que organizan el ADN con las histonas para formar 1la
fibra nucleosomal. La cromatina existente tanto en los cromosomas
metafisicos como en el nicles durante la interfase se encuentra
organizada de manera nucleosomal en todos los organismos-

cstudi ados.

E:isten varias evidencias que sugieren que el ADN de 1los
cromosomas eucaridticos se encuentra formando asas o dominios, El
‘trabaje clf=zico de Paulson y Leamli (1977) (7) mostrd gque los
cromesomas en metafase al ser tratados para remover la totalidad
de la hicstonas presentan una estructurz central o esqueleto al
cual =e anclan halos de ADN que forman asas de 10-30 nm de largo.
Otra 1inez de trabajo que apoya .la idea de que el ADN de los
cromosomic sucariotes sz encusntra formando asas o dominios, 1la
constituyen los estudios del genoma interfasico intacto de
Drozophila (B) y el estudio de 1los halos de ADN anclados a la

matriz nuclear en células 3ITI (9).

En la cromatina existen ademids de las histonas una gran
variedad de proteinas denominadas no histonas. Estas protefnas
representan el  60-70% del contenido de las histonas. En  este
grupo £z encuentran toda la variedad de enzimas involucradas en
los procesos de replicacién y transcripcidén asi com> en la
modificacion post-transcripcional de las histonas, ademas de
3quollas responsables de la modulacién de la Expresién gsnétita Y
lz2c involucradas en leos diferentes niveles de mrganizacién de la
cromatina. Tante durante la interfase como durante la divisidn

czlular.



Al analizar la fraccion de proteinas no-histonas
provenientes de celulas Hela en un sistema de electrofurésis
bidimensional, es posible contar alrededor de 470 proteinas

diferentes (10} (11).

Estudios recientes han apoyado la idea de que algunos de
esteoe componentes de la estructura celular principalmente actina,

e encuentran asociados a la cromatina durante la interfase (12).

Las proteinas no histonas extraidas de la cromatina con
0.35M NaCl formen um grupo que es soluble en TCA 2% cuyos
miombros tienen peso molecular menor de 30,000 d y que se conoce

cemo HMG (proteinas de alta movilidad) (13).

Se conocen alrededor de 20 proteinas distintas de este
grupo, de las cuales 4 han sido caracterizadas: HMG1, HMG2, HMG14
y HMG17. Se ha mostrado que HMG14 y HMG17 tienen afinidad por ADN
de ce#ena sencilla (14 y que se encuentran asociadas a la
particula central de los nucléasnmas, por lo que se ha sugerido,
Juegan un papel en 1la organizacién de la cromatina, a niwvel

nucleosomal (15).



CONTROL DE LA TRANSCRIPCION EN ORGANISMDS

EUCARIOTES

Existen evidencias actualmente que demuestran que la-
regulacic‘n de la E}:prEEiD‘hl gene’tlca se ejerce principalemente a
nivel de la trans:rpcic’.n (16). La exp_reaicfn genéttca se lleva a
caho por distintos eventosy cada uno de los cuales esta sujeto a
distintes niveles de regulacién. En un principio se sintetiza una
molcula precursora de ARN en el proceso denominde tranzcripcié’n.
Esta matécula entonces se procesa para dJdar como resultado un ARN
madure, =l cual es tansportacdo a t:'itcplasma para finalmente ser

traducida v generar la proteina correspondiente.

La idea de que cada fenotipo c=2lular results de la expregid'n
diferencial de un grupo particular de geﬁes se apoya en diversas
observariones, tales como el hecho de que durante el desarrollo
no eviste perdida de genes que no se expresan, ni ampl!fi:acién
de aquellos que si lo hacen. Aunque ecsto significa que el
rontenide gendtico no cambia mayormente, no excluye la
posibilidad de que existan variaciocnes en el arreglo de

secusencias entre los distinteos fenotipos.

El concepto de la eunro=si :51"[ r_JEnétil:a diferencial se apoya
muy fus-~tzmente en gl hecho de que cade tipo celular presenta un

s n " L
natren caracteristice de moleculas de ARN monsajero.

Se conoce bien la cxistencia en el m'tt:leo. d= moleculas de
ARN eccn tamafio  muchas  wvecas mayor quz el mensajero. El

proceremientr de los srandes precursores de RMNA
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theteronuclearec), se realiza Unicamente en el ndcleo e involucra
T tipos de actividades: el corte y el empalme (Splicing) de las
regiones codificadoras llamadas exones para eleminar las
secuencias espaciadoras llamadas intrones, la metilacidn en e
extremo 5" que genera el llamado CAP, y finalmente la adicidn en

el extremo 3® de una secuencia de poli-A (17).

Hay varios factores que regulan la velocidad transcripcional
_dp los oeners, podemos mencionar entre ellos:
- gstructura de la cromatina
- motilacidn del ACHM

modificacidn de histonas (principalmente acetilacidn)

- hormonas

ARM prlimerasas

Un ejemplo de la relacidn entre 1la estructura de la
cromatina respecto a la velocidad transcripcional de los genes es
la regidn promotora, y 1la actividad transcripcioﬁal. lo
representa la reqién GAP en minicromosomas de SV40., Esta regién
(presente en 30X de los minicromosomas virales) contiene, tanto
el origen de replicacidn como los promotores (temprano y tardfo)

. s P
de la transcripcion.

Existen evidencias que apoyan la idea que existen cambios en
12 forma de erganizacidn de genes activos. El1 trabajo cldsico de
Hojntrevt ¢ Broudine 1978 (LE) mostro gue los genes dg globina en
nicleos de endoblastos dz pollo son mas sensibles a digestidn por

fiZilaza 1.
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La sensibilidad a la digestion por ADNasa 1 ha sido
observada tamb{en en diferentes clases de genes en oviducto, que
son transcritos con distinta frecuencia. La sensibilidad del gene
ovoalbUumina permanece alin cuando la expresién del mismo ha cesado

como consecuencia de la supresldh del estimulo hormonal (19).

Parece que la sensibilidad preferencial a la digestion por
ADNasa 1 es una caracteristica de todos 1los genes sujetos a
transcripcidn es decir, existe correlacidn entre dicha
cencibilidad vy la.cépanidad del gene para ser transcrito en nlgﬁn
momento de la vida de la célula Weinsbrod vy Weintraub (1979)
encontrarun que el tratamiento de nucleos de eritrocitos de
embridn de pollo con ADNasa 1, libera dos proteinas que son
liberadas luego de la digestion con nucleasa estafilococal. Estas
proteinas corresponden posiblemente a las proteinas de alta
movilidad HMG14 vy HMG17. Se sugiere que ellos sean en parte
responsables de canferir 1la sensibilidad preferencial de. los
gznes activos a la digestion por ADNasa { ya que su adicién a una

cromatina depletada de ellos, restaura la sensibilidad perdida.

Se ha propuesto gue la acetilacidn de histonas
(principalmente H4) pudiera estar involucrada en la activacidn
tranccripcional de regiones de cromatina. Se ha reportade la
asociacidn preferencial de la histona H4 acetilada con regiones
cctivaz en la cromatina (20}. Sin embarqo, la acetilacidn de
histenas no es suficiente para conferir mayor sensibilidad de 1la

rramating a la digestion por ADMa=zz 1.
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El aparato transcripcional responsable de la produccidn de
los ARN heteronucleares es muy complejo. Las enzimas responsables
de la sintesis de los transcrites primarios son las ARN
polimerasss las cualesa deben jugar un papel primordial en los

mecanisaos que controlan la trans:r!pcio’n (ver anteriormente).



ARN POL IMERABAS 10

Lns trabajos ploneros de Weiss, con nicleos de células de
mamifera (21), mostraron por vez primera, la presencia de
actividad de ARN polimerasa, dependiente de ADN, en nicleos de

h{gado de rata.

La mayorfa de los estudios realizados hasta 1969 utilizaron
nicleos aislados o preparaciones de cromatina (enzima agregada)
para investigar la actividad de 1la enzima bajo distintas
cendiciones, debido a la falta de metodologias adecuadas para
solubilizar a la enzima que se encuentra unida fuertemente & 1la
cromatina.

En 'a actualidad se utilizan basicamente 3 metodologias para

solubilizar a 1a enzima d=2 su templado de cromatina: incubacidn

n

-
o nuclees en amortiguadores de distinta fuerza idhica a 4 ’C,
sonicacidn a baja fuerza iéhica Y sonicacidn en alta fuerza

L T
ioanica.

El andlicis de la actividad enzimatica se realiza en
presencia de un catidn divalente, generalmenta Mg++ o Mn++ vy
normalmente se emplea uno de los nucleotidos trifosfato marcado
radioactivanente para seguir la sintesis del ARN.

Laz purificoziones tradicionalez incluyen sonicacidn de los
ndcleos aislados, precipitaci&n de los ascidos nucléicos y
aeparacién de la. distintas especiez enzimaticas en diversas
cromatografias cono LDEAE-Sephade:, fosfocelulosa vy heparina

ajaroze principalmente.
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Los mayores rendimentos de enZima reportadocs nan s1do
obtenidos de germen de trigo, levadura y timo de ternera
(22). lL.os trabajos de Widnell y Tata (23, 24) sugiraeron la
existencia de distintas especies de ARN polimerasa en los
nJﬁleDs de cdlulas animales. Encontraron que a baja fuerza
idnica y en presencia de rg++, los ndcleos sintetizaban un
ARN rico en G-C semejante al ARN ribosomal (ARNr), mientras
que en presencia de Mn++ y alta fuerza idnica, los ndcleos
sintetizaban un ARN mas heterogeneo, con una composicion

semejante al ADN no nucleolar.

La observacidn de Stirpe y Fiume (25) que la alfa
amanitina; una toxina del hongo Amanita phalloides, inhibia
especificamente la actividad de ARN polimerasa de niicleos de
raton incubados en alta fuerza iénica, sugeria fuertemente
la existencia de distintas especies de la enzima ARN

L
polimerasa en los nucleos de células animalss.

En 1969 Roeder y Rutter (26) reportaron la separacidn y
puri{icacién parcial mediante cromatograffa, de 3 especies
de la ARN polimerasa, luego de solubilizarlas de nidcleos
mediante sonicacidn en alta fuerza idnica.

La nomenclatura empleada las designa I, IT vy I11
dependiendo de su orden de elucidn de una crcmatqgraifa en
DEAE-sephadex. Basandose en su sensibilidad de las enzimas a
la alfa amanitina, Kedinger et. al. (27) clasificaron en A,
By C a las distintas actividades de acuerdo a su
sensibilidad a esta toxima. Las de tipo A aguellas sensibles

a la toxina, las de tipo E muy
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sensibles a concentraciones bajisimas de la toxina (10 , 10
M) y los tipos C sensibles a concentraciones mas altas de

esta droga (10 , 10 M.

Actualmente se conoccen tres tipos distintos de ARN
polimerasa en eucariontes gque difieren en su cnmpositidh
localizacidn y funcidn.

La ARMN polimerasa I (A), se localiza en el nucleolo, no es
inhibida por elevadas concentraciones de alfa amanitina y es
la responsable de la sintesis de los ARN ribosomales (ARNr) .
La ARN polimerasa II (B), es la responsable de la sintesis
de los ARN heteronucleares, es muy sensible a
concentraciones muy bajas de alfa amanitina (10 , 10 M vy
su actividad se localiza en el nucleoplasma. Por su parte la
ARM polinerasa I11 (C) se localiza en el nucleoplasma, se
inhibe por concentraciones intermedias de alfa amanitina (10
, 10 M) y es responsable de la sintesis de pequefios ARN de

transterencia (ARNt) vy Ss ribosomal.

Estas distintas especies han sido aisladas vy
purificadas a partir de plantas (3&%), hongos (2B), protistas

(29) y mamiferos (30).

A pesar de gue las tres distintas especies mencionadas
anteriormente presentan subunidades de bajo peso molecular
comunes a ellas (29) (31}, la estructura de cada especie es
diferente debido a la presencia de pnlipéptidns de alto peso

molecular exclusivos de cada especie (ver mias adelante).
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La ARN polimerasa I1 responsable, de la sintesis de ARN
mensajero, ha sido aisladi de uyna gran variedad de organismos vy
generalmente presenta cerca.da IQ subunidades aproximadamente. Se
‘ha estimado wun peso molecular de 500 Kd o un gradiente de
sedimentacich de 158 para ella. La estructura de 1la ARN
polimerasa II purificada de timo de ternera, analizada mediante
electroforgsis en presencia de SDS, se presenta en la Fig.1. En
ecla se obseorvan aproximadamente 10 subunidades; 3 de alto peso
malezular f{mayores de 100,000 d) y el resto con pesos moleculares

ma2norecs de 350,000 d.

En realidad los pnlipéptidos que se ohservan representan una
mezcla de T subespecies de la enzima f(ver fig. 2). Existan
diversas evidencias que apoyan furtemente la idea que la ARN
polimeraza 11 de plantas y Qe mam{feros estd formada por 3
subespecies llamadas IIo, IIa y IIb (32, 33, 34, 35). En 1la
figura 2 se muestra una reprnduc:ién esquemitica de estas 3

subesperies.

Como puede observarse en la fiura 1 y 2 la mayoria de los
componentes de las distintas subespecies son comunesy la uUnica
diferencia entre ellas consiste en el tamafio d=l peéptido de mayor
peso molecular gque es distinto para cada una de ellas. La
subesppcie II0 tiene un pxlipdptido de 242 Kd (1lamado I1Io), I1A
uno de 2i4 ¥d tIla) y IIB uno de 180 ¥d (11Ib), que son exclusivos
para czda una de ellas. E! resto de las subunidades, incluyendo
al polipéptidn de 140 Kd son comunes para las distintas

subecpecies de 1a ARN polinera=sa II.
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La ARN polimerawa 1! purificada de diferentes organismos
muestra siempre la misma heterogeneidad en el pépttdn de maypr
peso molecular que presentan las 3 subespecies (27, 28, 29, 30,

38, 3%, 36, 37).

En la mayoria de las preparaciones, esta enzima purificada

presenta principalmente las subespecies I1l1a y IIb.

Se ha moztrado gque estas dos subespecies tienen la misma
actividad especifica en un ensayo de transcripcidn inespecifica
"in vitro" (39,

Por el contrario, recientemente Dahmus v Kedinger (39)
reportaron, que anticuerpos monoclonales contra las subespecies
1Tas1lb inhiben :onplatamentn_ 1a iniciacidn especifica de 1la
enzima en un ensayo de trans:ripcién ;1n vitro", utilizando tanto
el promotor tard{o de adenovirus 2, como los promotores

ceslulares de ovoalbdmina y conalbdmina.

Se ha sugerido (40), que la subunidad mayor (Ilo) sea 1la
unica codificada en el genoma y que las subunidades mayores de
les vtraz 2 subespecies (Ila y IlL) se originan por procesamiento
proteolitico easpec{fico. El origen protecl{tico de la subunidad
mayor de la subespecie IIb a partir de la IIA ha sido reportado

er. levaduras (41), Droscphila (42) y plantas (43).

Recientemente, Guilfoyle vy col. (44) analizaron la
heterogeneidad en 21 tamafio de la subunidad mayor de la enzima en
plzantas. Utilizaron anticuerpos especfficos que reconocen las

subunidades mayores d= la enzima. Encentraron que los
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procedimientos tradicionales de purificacidn resultan en 1la
conversicn del polipéptido de 220,000 d Ila a 1s forma IIb
(180,000 d). Al utilizar nlcleos aislados, obsrevaron que el
polipébtida de 220,000 d se encuentra protegido del ataque
prateol(ticn de igual forma observaron que si la purificacidn se
realiza utilizando amortiguadores con PH alcalino (PH 9), la
prntFé?izi% se¢ retaerda. Estos datos sugieren que la subunidad
mayor es demasiado sensible al atagque por proteasas vy que la
forme I11b se origina durante las purificaciones debido a 1a

protedlisis (44).

Diverzas evidencias de tipo inmunoldgico (4%, 44, 47) apoyan
la idez del origen prateol{ticn de las unidades mayoree 4= las
subecpeciez IT1a y 1lb, El origen proteol{tico de Ila y IIb se
apoya tambien en andlisis bidimensional de mapas de huella
dactilar de las subunidadet de alto peso molecular de ARN
polimerasas de diversas fuentes. Link et al <(48), wutilizando
entima purificada de perejil encontraron que los mapas generados
por los pallpéptidns correspondientes a Ilo, Ila vy IIb son muy
zimilsres mientras gque aquel obtenido a partir de 1lc es
di ferent2. Del mismo modo, Dahmus (39) repnrtd que los mapas
ctte-idoz de Il2 v IIbE sorm muy parecidos y difieren del obtenido

o opéackir Jdz IIc.

A pozar de queo el origen proteoclitico de las subunidades Ila
y IIb s& 2ncuentra apoyado fusrtemsnte el hecho que dicha

- 7 .
grateflisiE tenga un significado ficiologice no ha €ido aclarado.
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Existen evidencias recientes que sugieren que la subunidad
mas grande de la enzima purificada (es decir 1Ila) presenta
afinidad por ADN (42, 30), Carrol vy Stollar (49) obtuvieron
anticuerpos mchoclonales contra la enzima de timo de ternera vy
obszrvarnn gqu= eran capaces de inhibir su actividad. Al analizar
1a netvrzleza del efectc inhibtitorio, encontraron que dicha
irhiticich er> debida a una competencia por el templado; es
decir, nue l1ps anticuerpos reconccen una regiﬁh de la enzima Qque
sz encuzptrra involucrads en la interaccidn con el ADN. E
zndlicic, =1 filtrc de nitrocelulosa de la subunidad reconocida

poi- 1oz anticuerpos mostro que era la de 214,000 d.

tes trabajos de Cariglioc y col. (51, S2) han mostrado que le
actividzd die ARHN polimerasa [I presente en nicleos de raton,
puede T-- incrementada cerca de 10 veces mediante la adicidn del
detergente anidnico Sarkosil. El Sarkosil causa la liberacidn de
1a gran meyoriz de proteinas asociadas a la cromatina, incluyendo
la total:idsd de histonas y la mayoria de las no-histonas, pero no
libera a2 la ARN polimerasa que ha iniciade la transcripcciﬁh “in
vive”, 52 zonoce que el Sarkosi inactiva completamente a 1la
enzime sclubkle (S1). El incremento en la ARN polimerasa 11
resultado de la adiciéh d=l Sarknzil, se debe principalmente a
Une moyvar tass  injzi:l de efntecic y & una prolongacidn de 1z
~garzidn d= la =nzim2a co~ un inzremente paralelc en el tamafic de

t~z codenzs de FRM,

En loz zrgardi=nos eucariontes, se conoce la existencia de

d=5 peblzaciones distintas de ARMN peolimeraza. Los trabzjos de Yu
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{33 han mostrado que la ARN polimerasa existe en dos estados
funcionales dentro del nicleo en células de hfgado de rata. La
ARN polimerasa "asociada a la cromatina”, que es activa con el
templado enddgeno y se inhibe en presencia de actinomicina D vy
por otra parta2, la ARN polimerasa Ylibre", que es inactiva con la
cromatina cndogena y puede ser detectada utilizando templadaos
cintdticns exogenos como sor ejemplo peoli (dT-dC) o poli (dA-dT),

luego de inhibir la publaciﬁn de enzima asocciada.

fiztuzlmente en nuectro laboratorio Garcia Carranca y Miguel
Criuz (=) trabajandoe células CVi y minicromosomas de SVY40
demoztiraron que Ilo =5 la especie enzimidtica involucrada en el
evento Gz inicziacidn sncontrande que la prnpar:iéﬁ de IIo en
lisados totales y nicleos aislados de CV1 es elevada (mayor del
+wnls Indicando que la mayor pruparcién de la enzima en estas

ceiulas esta representada por Ilc.

For otro lado Rangel L. y col. (54) trabajando con celulas
HeLa enceontraron que los niveles de llo disminufan despues de 1la
infoccidn con poliovirus, siende ecta la encargada de la
transcriprién especf{ica, ezto sugiere que la inhibicidn de 1la

; . # x ;oA
transcripcion ocurre a nivel de la iniciacion.

it 197¢&, Greenleéad y EBautz (42) empleando anticuerpos
policlonales contra la ARM polimerasa I en larva de Droscphila
mel anogaster, encontrarca un efecto inhibitorio sobre la
actividad de la enzima purificade a partir de Drosophils,
levadur-a y timo de terncra. Los anticuerpos policlonales contra

la AN pulimarasa I dz Drosophila inhiben no soleo su actividad
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sino tamb{en la de sus ana’lagns en levadura y timo de ternera
sugiriendo la conservacidn de la enzima en la sscala evolutive

42).
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OBJETIVCS

Los objetivos del presente trabajo fueron la deteccion de
las distintas subespecies de mayor peso molecular de 1la ARN
golimsrasa II. fizi como la Establlidad de la eztructura molecul ar
de la ARN polimerasa 111 en plantas de frijol (Phaseolus
valaarisy.

Se trabasjd con plantas de frijol por deos razones
principalmento: Una d2 ellas po- 12 facilidad de manejo v cultive
de 12 =lants, ademde d= su importancia ecnndﬁic&, por otro lado
cabhiendo qu2 =5 importante 21 estudio de los mecanismos que
regitllam la tranacripcid} dc los genes eucaridticos permiticndo
as{ entendor no solo comc crocen se diferencian y envejez=2n los
distintos tejidos de un organiemo, sino tambien como se pierde el
control de la transcripcién ‘de ciertos genes para dar origen a
enformadades tales como cancer humanoi nuestro objetivo es
entender el prucesb denominado transcripcion, debido a ello vy
utilizende une biblioteca genémica de frijol generosamente
prestada por 21 doctor Luis Herrera Estrella de 1s unidad
Iraprate, nosolros noz  propusimes rastrear el oen que codifice
pata la NEN polimzrasa IT ds-la planta del {rijcol. De ezt ranera

’
eyudarae & catender wmurhizs cosze ohecurae  del

e lies laz coadiciones que mantienen 1z estabilidad de

3z dittintaz subeospecies d= 12 AR polimsrasa II.
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- Ensayos prelianinares para la obtencicn del gen que

codifica para la ARN polimerasa II.

Para lograr estos objetivos fue necesario cumplir algunos

obietivos intcrmedios:

1. Sciparar e identificar lcos palipeptidos correcspondientes a
laz subunidad (Ilc, ITz y IIb) de la ARM polimeracsa I1 de lisados

totzlen~ de £-§ Ind

-

2, Imrubar v zfejar a 4 v 32 C con diferentes amortiguadores

contenisndz 7 n2 inhibidores de protzasas.

7. Mesclendo  extractos de lisados totales tanto de células

ot s coge 22 fri jol.

2, Ractrec del gen mediante la utilizacidn de anticuerpos
policlonales en #iltros de nitroz2lulosa conteniendo proteinas

sotre-evprezadas d=1 ACM de una biblioteca genémica.

. - s - : -
Para cubrirleozs fuc necesarios seguir la siguiente

m=todologie:

— Pultivo de cflulez Mola.

- Tincidn de proteinas en geles de poliacrilamida~SCS

- Trancfercnciz do pioteinas de gel a papel de

nitrocelul ssa.
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- Inmunodeteccion de las subunidades de la ARN polimerasa 11

en filtros de nitrocelulosa y reaccidn con anticuerpos
espec{?icns contra la enzima purificada de timo de ternera
producidos en conejos; dichos anticuerpos s2 usan com® prueba

irecta para determinar la :omposicidh de la enzima en nuestros

ciztomas.

- Para vi=zualizar estos comglejos enzima-anticudrpo s uso

! .
b Geerr ol pratsfna A gue se une a la fraccicn fc de loe anticuerpos o
tien un  segundo anticuerpe 42 zhive contra censjo  acoplado a

peroxidasa y revelado con reactive de dezzrroilo de color.
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MATERIAL Y METODOS

- Amortiguador de Transferencia (3 ltil 25 mM Tris Base/.92 - mM

Glic{nas 20% (v/v) Metanol.

- A25: S0 Tris-HC1 (pH:7.9)/ 0.1 mM EDTA/ O©.2 mM DTT/ 23%

Glicerol.

- Amortigusdor de Lavado (W.B.): 10 mM Tris-HC! (pH:7.4)/ O.%%

Triton X-1CO/ 0.2% SDS/ 150 mM NaCl.

- Armort{guador bara electrofaresis: 25 mM Tris-Rase/ 192 mM

Glicina/ C.1% SDS.

-~ 8nlucisn de Coomassic: 0.25% Azul PBrillante de Coomassie R-2%0/

4% Metanocl/ 9% Acido Acético.

- Solucidn desnaturalizante (&X): 375 mM Tris-HC1 (pH:16.B)/ 12%

sDs/  30% Z2-mercaptoetanol/ 12% Gliceral/ 0.02% Azul de

Sromofenol. -
- Soluricn DesteRidora: 45% Metanol/ 7.%5% Acido Acdtico.

- Amortiguador de Fosfatoz (PBS): Sol. Fosfatos (pH:7.4)/ 150 m™

Mool iy Blicerot.

~ 75lusidn dz Fezfotoz: 2.5 M fosfato diacids de potzsio f .5 M

- Amortigusdor de Triz Salino (TBS:: 20 mbl Trie-HCl {(gH:T.5)/ O.Z
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- Amortiguador “B" 1 25 mM Tris—HCL (pH:17.9)/ 2 mM EDTAY § mM

DTT/0.2 mM PMSF.

- Amortiguador "A" @t 2%aM Tris-HCL (pH:7.9/ 2mM EDTA/ 1iaM DIT/

2mM PMSF/1imM N-Ethylmaleimida/ Leupeptina.

- Amortiguador “C" : 25aM Trie-HCL - (pH:7.9/ 2mM EDTA/ 1mM DTT.
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PASAJE DE CELULAS

Las células de la 1{nea celular Hela como las CV~1 fueron
crecidas en monocapa se lavaron dos veces con PBS; despues se
agregaron 4ml de tripsina (0.05%) por caja piCO para despegar las
cé&ulas. A continuacion estas se recupsraron en un tubo cénico de
=1 m! al que previamente st agrego 1 ml de suero fetal de ternera
y se sometic a centrifugacicn a 3000 rpm durants S min.
Poztericrnente la pastilla e’ rasuzpendida en medio complefn
tcon cuero y antibioticos); medio MEM (cels. Hela) y medio Eagle
modi ficade por Dulteco (cel=., CV-1). Se tomarocn alfcuotas para la

concentracion requerida (IX12  cels’caja p1oo).

FORMACION DE GILEZ DE POLIACRILAMIDA

Los geles de poliacrilamida-SDS en gradiente se prepararon segun
12 tecnica descrita por  Laemmli (1970 (348) . Los geles
consistieron de acrilamida-bisacrilamida
(30:0.2) con 30% Glicercl. Las concentraciones finales del gel
separadar fueron: 375 mM Tris-HC1 (pH: 3.3), 0.01% SDS, 0.025%
TEMED, 0,02%5% APS, La concentracion de acrilamida fue de 17.5% ¥
5%. Dezpues de la pulimeri:acidh d=1 gal separador, se afadic a1
conzentrador con gerilarids ol 2% vy una czncentracidn final de
125 MM Tric-RCl (pH:é.81 s CG.OUN TD5S 2.00TN TEMED/ 0.023U PEA. La
olectrefordsis se corrid 2 1&D volts dursnte 1B horas, o hasta

guz =1 colorants alecanzd el borde ds! fel.



Fig. 4

Patron electroforetico de un extracto total de la planta
del frijol .
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CRECIMIENTO DE PLANTAS DE FRIJOL

Las semillas fui}nn germinadas sobre vermicul {ta himeda a 28(c,

durante 5 d{as, en presencia de hipoclorito de sddio al O.1%.

L1SADCS TOTALES DE FLANTAS DE FRIJOL

Las plantas con 5 dias de crecimiento fueron homogenizadas (10 g)
con un palitréﬁ {brinkman instruments) o un mortero en 30 ml de
amortiguador “B", posteriormente se filtro en & capas de gasa
osté;il. Despué; de la homogentzacid; por 2 minutos sz congela
una al{cuota para ser el tiempo O, las dem;s muestras se dejan
incubar a temperatura de 4" C o 3I2°C en diferentes tiempos.
Algunas muestras de los extractos contenian inhibidores de
proteasas. Los extractos se realizaron a temperatura de cuarto

frioc atC.



29

TRANSFERENCIA DE PRDTEINAS A FILTRDO DE NITROCELULDSA

Al concluir la alactrofard%is, los geles se guardaron a - B0 C
hesta e] momento de realizar la transferencia. Se lavo el gel dos
veces durante 3I0 minutos con el amortiguador de transferencia
(Towhin y £n0l1.1979). E1 pepel de nitrocelulosa se lavo de 10 a 15
minutos con €l buffer de transferencia. El gel y el filtro cde
nitrocelulosa fuesrcn colocados entre dos filtros whatman 2MM, el
filtro de nitro&elulasa siempre colocado de! lado del anodo (+).
ta troncferencia ce efectuc a 4°C en atmdsfera frfa (con hielo
seco y etanol) con un wvolteaic inicizl de 150 a 200 velts vy 400

miliwmpere aprevimnadamente, durante S horee,
INMUNGEETECCIOM DE PROTETNAS

Dospune de  =er transferidos les filtros de nitrocelulosa, se
bloquzarcn con alblimina al 3% disueltz en 1S ml de amortiguador
de lavadm IX durante toda 12 noche 2a temperatura ambientc.
Posteriormente &1 filtro ce incubs con el primer anticuerpo
(dirigido contre la ARN polimerzsa 11 de Tian de Ternera) en 10
ml do a:;ﬁmina % en PRE poi- tie= horas, despues se lavé tres
veces o~ A.L. {10 min. =), £ continuacidn ce  incubd ﬁnr doe
horac zon prctefna P T i85 o anticverpo de chivo
sati-i-munphlotutinpsz de connio ncoplzdd a2 peronidasa en‘plbdmina
al 1% zn 4.L. Cuanzo zc incubs con protofna A-1125 so dieron &

. . , &
lavrdase con —smbioz gadzx 10 min., el p=pel =2 envolvio con

o ; s s o
prasztica zdhesive y e zupus2 con pelicula hodab ¥ Omat AR a - E7
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C. En el caso de anticuerpo de chivo anticonejo acoplado a
peroxidaca este se reveld siguiendo tdcnica descrita en el
fnstructivo al producto (Bio-Rad, 1984). Dicha técnica consistid
en el revelado del filtro inmediatamente despues de terminar los
lavados. La solucidn reveladora se prepard pesando 40 mg de
Porovidasa de rébano {HRP) en un tubo perfectamente seco. En un
mnatrsT e pusieron 100 ml de TBS (pH:7.5). Se disolvio’ el HRP en
29 ml de mctancl = inmediatamente se agregaron 0.02 ml de HZ202 al
Ta% 31 TES, para agregar ¢hf la solucidn de HRP. La mezcla se
=olocd en un recipiente donde el filtro fud sumergido. Luego de
12 eparfcién de las banda:z e lavo el papel! con agua bidestilada

y == guardod en la oscuridad a 4°C.

VCDATION DE LA PROTEINA A

Ezta se realizd en un volumen final de 0.3 ml. Se preparo” una
columna de C.7%X15S cm con Sephadex G-17 equilibrada con TEA (SO
mM; pH:E8). For otro ladc en un tubo de vidrio se mezclaron: TEA
=% mM, 0.1 HTl, 1 mCi I-125 y 25 xg de protefna-A. A un tubo
"zoda-lime” se le agregaron 20 mu! de una solucidn (1.8 mg
T-dzgen/ w1l de cloroformo’ y s2 evaporarcn con nitrdgemre gaseoso

diztribuyzndolo uniformemente por las paredes del tubo. La mazcla

-ris= aescicnada e incubd en hiele durante 1S min. con zqitacidn
censtantc. Despuens = zgregsron S ml de 2-ncreooapto=ztanol sl
arime=  tubn dornde =2 realizd 1z nezcle {pare detencor 1z
r-a=cicdn!, la mezrla - reogro=o a ecte tuko, en seguida s= mezcld

Fims v £ virtid en la zolumnc de Sopreader BG-10. 5¢ celectaron B
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fracciones de 20 gotas cada una, gque fueron eluidas con TEA. Se
contaron 2 Ml de cada fraccién en un contador gama para localizar

1a protefna-A Iodada.

EXTRACTOS CELULARES

Las cajas conflusntes p100 con células Hela (10X10 ) se lavaron
cen 1 ml de emortiguador “B", con un segunde nmililitro =e
remavieron laz células ccn ayuda de un gendarme d= hule , las

zlicuotas pueden eer conceladas hasta su uso.

CCMTEDC DE CFR' U.NS VIABLES

Las celulas viables puedieron ser identificadas mediante el
amplrr de! colorante atul de tripano (segin las recomendaciones
A2t areovedor "Giktco"). La tdenica se baso’ en la capacidad de las
célﬁlas para euclul+ el colorante., El protocole que se empleo es
2l sigquiente: Las células en monocapa se resuspendieron con
modio MEM (Medic Esencial M{nimo) para obtener una dilucidn 1X10
> 210 eels. por mll en un tubo 12X75 wn. Agregar 0.1 ml de Azul
de Tripanc al 0.4% y nezclar perfectamente. Permitir la tincidn
p2r % minutos y no mis de 10 minutes. La=z cflulas se contaron en
uny cémere  homocitdmetro, =€ hizo unm conleo de laxz c&lulas
totaler v de lae c81ulz5 destefiidaz. Asumiendo que las célulae

vivas =zstan destenidas, s enpresf Zn porcentaje de viabilidad.
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TINCION DE BELES

Una vez conclufda la electrofordsis los geles fueron tenidos cer
una solucion de Coomassie durante 2 horas, posteriormente el
exceso de colorante fue” eliminade al incubarlos durante una hora
con 1a eolucion destefiidora realizando varios cambios de 1la
mizma, posteriorments =2 aqragi metannsl al S0¥% con cambios
po-iddicor hasta logrer un fondo clarc en el gel. Para la tincidn
con plata empleamss la tdcnice dozcrita por Wray y col. (1781},
127 wver concluida la electrofordsis 1pc geles se dejaron en
motann! a2l S0Y. durante varias horas para fijar las proteinas,
Taaga e lavaron con un czmbic de& agua bidectilada v se dejaron
runwin:nf? a2n m2tarncl al 50% hasta cbsor-vas una re- duccidn en el
tamohe d-] oel. L= s&lu:iéﬁ pera tefiir se pr:pard en do= partes;
0.8 g de AQNDS se disuelven en 4 ml de agua bides- tilada
(eplucidn £ y por otro lado 21 ml do NaDH 0.326% ce mezclan con
1.2 ml de NHA4OH (Solucidn B). La eolucidn A sz agrego gota a
gzta sckre la solucidn B con agitacicdh constante y se aforo” a 100
mi. El g2l se sumergio’ inmediatamente en la solucion duranta 20
rinutes en agitaci&a sobre plataforma & 10 rpm. Se lavo el gel
durante S minutos. En ese momrnko ee  prepare” 1a  solucidn
-gvoladsra con 2.5 ol de acido cftrico al 1% y 0.25 ml de
formaldehiso 7%, =R aford con agua bidrstilada a 502 ml. Sz dajo
(e og!tacién =on e=t: (lilimz zolucidn husle ia aparicién de 1=
bandaz, postoricormente la reaccicn se detuvo con acido

*
aretirc =1 1%,
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RESULTADOS
INMUNODETECCION DE LA ARN POLIMERASA II DE PLANTAS DE FRIJOL,

En un intento por detectar a la RMA polimerasa I1 de
lisados totales de plantas de §rijol (Phaseolus wvulgaris!?
dada v importancia econdmice y Ffacilidad para su manelio vy
cveltivo (ver objetivos), utilizamos evtractor crudos de
tzllc de 1a plenta er & dias de cre-imiento, los cuales se
incubharon por tismpos cortcs (VYer fig. 9) y homagenizados a
2°C en presencia do T8 ml. de amortiguado- "B" conteniendo
inhihidores de protzasas y filtrado en gacas Eité‘iles, para
rocteriorments =or cometidas = clectroforssic ¢~ un gel de
poliacrilamida—-8C3 &n gradiente linear del S-1(7.5S%.

Perz 12 deteccidn de las subunidades mayores de 1la ARN
polimarasza II ds 1la planta utilizamos un anticuerpc
policlonal dirigido contra las subunidades de msyor pesc de

la ARN polimerasa II pufificada d= timo de tarnera.

La ARN polimerece II responsable de la eintesis del
ANN m=nsajero, ha sido aislada de algunos org3anismos vy
generalmente rresenta cerca de ic subuni dades
aprorimadamentz. Se ha estimedo un peso molecular de 507 kd
o un  progiente ds  sedimentazidn d-  1S5: para elle.  La
eztructura de la ARM polimeiasa II purifizade: de timo de
tarrne~&, analizada nzdiante electrofordsis en presercia de

oon (ver fig. 1), En =2zta sr observan aprorimadamcnte 10
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subunidades; I de alto peso molecular (mayores de 100,000 d

y @l resto con pesos molecul ares menores de 30,000 d.

En realidad los polipeptidos que se observan
representan una mezcla de ¥ subespecies de la enzima.
Existen diversas evidencias que apoyan furtemente la idea
que la ARN polimerasa Il de plantas y de mam{ferns esta
formada por tres subespecies llamadas IIo, Ila y IIb 1las

vales tienen un peso molecular de 240 Hd, 214 ¥d y 180 ¥Kd

n

recpectivamente.
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ESPECIFICIDAD Y BSENSIBILIDAD DE ANTICUERPDS CONTRA LA
ARN POLIMERASA II, EN ENSAYOS CON LISADOS TOTALES DE

FRIJOL Y CELULAS HELA

Se ha descrito que la ARN polimerasa 11 purificada de
timo de ternera esta compuesta mayoritariamente por dos
subezpecien principales: 1Ia y IIb (Pahmus 1983), La mezcla
de estas dos subespecies presenta tres pblipehtldns de alto
pezo molecular; lae subunidadez gque son Unicas para cada
subespecis (I11a-214,002 d y 1Th 183,000 d respectivaments) y
ol polip€ptido de 140,900 d que es comin para todas las
distintzs subespecies. Ademds, en preparaciones altamente
purrificadas de la enzima, Se observan 7 polipettidos de
mEncr o molecular, que <=on comune- 3 las distintas
rzpecies de la enzima (ver +fig.1); en general, se observan
algunas bandas adicionales cuya concentracicn var{a con las

distintas preparaciones.

La =zubespecie Ilo se encuentra en cantidades variables
y cuando estad prezante, representa menos del 10% del total
d2 las subespecies. Esta subespecie de la enzima presenta un
polipéptido d= 230, 000 d. que es exclusivo de ella, ademis
do los pnlipébtidos comunes a las distintas subespecies

mzacionadas anteriormento.

Loz anticuerpos policlonales de conejo dirigidos contra
l1a 2nzima purificada d2 timo de ternera, utilizados =n el

prezentz  tréebajo, reconodcen en generzal  fuertemente dos



37

pnlipébtidus de alto peso molecular: las subunidades Ila vy
11t v la mayoris de las subunidades de bajo peso molecular.

Estos anticuerpos exhiben sensibilidad diferencial hacia las
distintas zubespecies dela Enz;ma; reconocen débilmente 1la
subunidad IIb, reconacen fuertemente la subunidad IIa y adn

mac fuertemente la =zubunidad Ilo.

Lcs 7 polipéptidos no son reconocidos por  los
anticuerpos ccn alts eficiencia como pusde verze en las

figuras 1C y 12,

Cuando arnalizamos la sensibilidad de! arnticuverpo contra
las distintas subzipzcies de la entimaz chtemrida de un
ertrecto crude de lizaZos tetsles de £-ijol y —élulse Hela,
encontramns Qque evi=te un polipdptido de 220,000 d y 240,000
d. recpectivemerte y  deben representar las  subunidades

mayores d= 1la ARM polimerasa II en estas celulas.
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INMUNDDETECCION DE LOS POLIPEPTIDDS DE MAYDR PESO
MOLECULAR DE LA ARN POLIMERASA 11 DE PLANTAS DE FRIJOL

Y CELULAS HELA.

Las plantas de frijol fueron crecidos durante 5 dias,
sobre vermiculita himeda 2 28°C como s= especifica en

métodoe.

Muestrs primer interrogante era ver si el anticuerpo de
conejo dirigido contra la enzima purificada de timo de
terners reconccfa a2 12 ARN polimerasa 11 de plantas de

fridol & calulas H=la,

MFa=a leoz-ar esto obtuvimos extractos totales tanto de
células Hela como de planta= de frijol, homogenizadas en 30
m!. de amorticsuador “"B" en presencia de PMSF (2mM  inhibidor

da prot=zasas) y a temperatura de 4°C (ver fig. 5 ).

Loz snsavos para detectar los complejos inmunes, formados
entrz el anticuerpo de conejo v la subunidad reconocida, se
rzalizaron ttilizando proteina-A marcada radioactivamente
cer 17510 Fara su visualizacien se utilizo, un cassete con
pactalt: intensificadorz vy una placa para rayos X.

d

paetari~raents g d=j0 cn un refrigerador a =77 B

cuponicndoss: dursnts o] ltiempo necesario.
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Extracto total de celulas Hela
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Fig. 6

Electroforesis de un gel de poliacrilamida - SDS en
gradiente linear del 5 al 17.5%
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ura Sroona INTERRICNAMTE FUE VER SI EN REALIDAD 222,079
d. ERa EL PESC HNOLECULAR CE LA SUCDUNIDAD MAYCR TE LA

ARM POLIMERASA I PE PLANTAS DE FRIJOL.

Fara tezl efecto utilizanos evtrectos crudos de tallo
inflorescentz de 1a plants de frijol (10 g aproximadamznte?
homagonizados en 32 a1l de  amortiguador YB* en presencia  de
PMSF 2mM y por otro lado extracto de tslleo inflcrescente (10
g aprnx.}"hnmngenizedns en I0 ml de amortiguador, en
auzencia de2l  inhibidor de proteasas (PMSF)  (ver fig. 7).
Todo 21 procediminsnto de eutraccion se efectua a temperstura
2 4°C, Los extractos <o filtrarnn. eﬁ & capez de  gasa
catdril y alicusladas para ser somstidaz 2 geod A
poliacrilarida—-8LS en gradiente del %5-17.5%. Una R =t

crminedo de correr o hasta que las muesty as alceantzn el

bordz del gel que es do 1& horas a &9 volte. L2
t-anzfiricoron er una c3mara de tracferencia (Ei»Rac}
diraikt2 8 horas sohre un papsl 32 nitroc2lulisa (Var

£l pearcel  ce dejo blogquo:inde toda 12 nozhe
posteriorments se incubd cun ol primar anticuerpa dirigils
cantra la APN polimsrasza I7 vy un segundd antipuerpn de chivo
girigido zontra 1IgG de conzjd scoplado a peroxidasa vy

revel zdo fon reactive de desarollic de czlor {ver fig. 7).
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Kd o Kd
ﬁ .
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o = e,
56 - — | e ———se— —
4] —| . oo ——
2t — _
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14— i -
Fig. 7
Tiempos de incubacion a 4°C
Con inhibidor proteclitico Sin inhibidor proteolitico
1~ 0 9- 0'
2.- 8§ 10- 5'
3~ 10 1- 10
6.- 20 12- 20
5.~ 30' 13- 30
6,8~ Marcadores de peso molecular .
7 -~ lisado total de celulas Hela .
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Kd

110

66

Fig. 8

Electroforesis en gel de poliacrilamida - SDS en
gradiente linear del 5 al 17.5% .
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FCOIEBLE DCCRADACICM PRCTEDLITICA CE LA SUBUNICAD  MAVOR
CZ CELU.AS  HELA FOR ACCION DE  PROTEASAS CE UN  EXTRACTOD

TS0 PE FRIJOL.

Nado que no decscartebands la posibilidad gque la plenta
tuviera pr-otcazas fuertes, capaces de degradar a la
suaunidad meyor de 240,000 d para exhibir una de 220,C20 d.
nos progusimas mezclar las células Hela a las plantas antes

de ger estac homegenizadas.

Fuzren 2 cajas de petri con células Hela conflucntes en
monoTapa (24/12-8). 8= rasparon sobre diferontes
cancetreciecros del homegenizado de plantas de frijol de S
Aias d=» crecimiznto =n 30 ml dJd=2 amortiguador "B" sin

inhinidorrs de pro*ezeas e incuhadas a 32°C por 3IN°.,

Lo guz cbeocervamos 25 que no  existe urn deteridro  del
péptido de mayor p2:o molecular de 1a ARN polimerasa TI

ocrrezspondiente a 12 planta del frijol y a las c&lul 2= Hola,

r

ni ein agrecando difsrentes concentraciones de los ertrantns
dp la plarta a las cflulas MHzla y fzvereciendo la
p—nfaﬁliaig ccpecifice cen la .tempeoratura se ve alguin

cfnecte.

ror otro l:do <e muestran controles de la planta vy

célulaa H=21a (ver fig. %) carriles 5-8.



Fig. 9

Mezcla de extractos Hela - Planta incubados a 32°C/30
I~ 2 y4l Planta + 50 ul de cel Hela
n

2.- 10 ul "
3-20 fu " "
4.- 50 ul " "

5, 6.- Extracto de planta | : iy
7' 8 .- Extracto de Cel. Hela O de incubacion

L
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EFECTO DE INHIBIDORES DE PROTEASAS SDBRE LA ESTABILIDAD
DE LA SUBUNIDAD 1Ilo EN 3 HORAS DE INCUBACIOCN A 4 C Y 32

C.

Vamos que extractos iniciales de plantas, contienen Ilo
dnicamente, no obestante en enzimas purificadas de tima de
ternera2 =e¢ vigualizan las subespecies Ila y IIb
principalmente en cantidades casi iguales. El hecho gque las
subunidades Ila o, IIb esten ausenlez: a estos tiempos de
incubaciﬁh, e una fuerie evidencia que en verdad 1Ia y TIIb
mzan producte de uns protedlisis limitada de Ilo durante los

procesos do purificacidn de la erzima.

€in enbearge en T horas de incubacion con diferentes
amortiguadores conteniendo o no inhibidores de proteasas, no
venos una dramitica reduccidn de Ile en las plantas del

frijol (ver fig. 10).

En un intento por establecer las condiciones para
trabajar "in vivo" 1la ARN polimerasa 1I podemos decir que
ain en estos tiempos de incubacion no existe una protedlisis
parcial o una defosforilazidn de la subunidad mayor tanto de

colulas Hels como de la planta.
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3 hrs de incubacicn o 4°C y 32°C
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'

1

Células Hela 6
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Amortiguador con PMSF ,DTT Leupeptina ,N-etil maleimida
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Fig. 11

Electroforesis en gel de poliacrilamida - SDS en
gradiente linear del 5 al 17.5%
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AREJAMIENTO DE LA SUBUNIDAD Ilo DE EXTRACTOS TOTALES DE

PLANTAS Y CELULAS HELA.

Cuando incubamos los extractos de celulas Hela. y
plantas de frijol en tiempos cortos de fncubacion no vemos
un eferto dramatice sobre la subunidad mayor de la ARN

polimerasa II.

Fezultadoe agqui presentados mediante el uso de
anticusrpos especificos muestran que pueden usarse extractos
crudos dc  plantac. En un  intentoc por eaestablecer la
diztribucicn de las subespecies de la ARM polimerasa 11 "in
vive", células Hela y plantas de frijol fueron lisados
directamente en amoirtiguador "B" en presencia de inhibidores
dc proteasas e incubadas por tiempos mas largos (ver fig.

12

As{ mismo podemos decir que se pueden trabajar
extractos totales para estudi ar la distribucidn y
conportamiento de la ARN polimerasa II "in vivo". Vemos Qque
2 las 16 horas de aRejamiento se siguen conservando los
ﬁébt!das de mayor peso aolecular de la plante mezclada con
Ha2la aungue 8N menor prapur:ién. (como pusde observarse

slzramonte en la fig. 12

Slogue ne detectemo: un auwmento en las subunidades 1la
v ITh debido a la disminucidn de ITo escepilo en  extractos
crugos de célulasz Hela incubadas a 32°C por 14 horas. Vemos

zquf (carriles :3, 14 y 15) que si asussnts la cantidad de
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Ila dada la ﬂlsminlcién de Ilc. Contrario a lo que observa
Rangel y colaboradores, en un trabajo realizado en nuestro
laboratorio ( Rangel y cols. 1986) donde muestra que a &
horas post-infeccidn del virus de polic en cglulas Hela, Ilo
dieminuye no cobservando un incremento de Ila por la

dicminuczion ds Ilo.
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Electroforesis en gel de poliacrilamida - SDS en gradiente
del Sal 17.5% .
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g B o

Fig. 15

Electrofdresis en gel de Poliacrilamido - SDS al 5% .
Ensayo con fosfatasa alkalina .
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DISCUSION

En el presente trabajo presentamos la deteccion de 1a ARN
polimerasa 1Io de 1a planta del frijol (Phaseolus wvulgaris).
M=Ai=nte el uso de  anticuerpes policlonales dirigidos contra 1la
AP polimerass II, eizaminamos la relativa concentracion de las

distintes cubezpecies en extractos totales de la planta.

Este peso molecular detectado en los extractos de la planta
concuerda con 1o reportado en extractos de perejil, sova y germen

dc trinao (36) (270,

Ttroe investigadeorss wlilizando lo= métodos convencionales
do pvrifi:a-iﬁn, coma 1a soniczcicn observan solo las subunidades
32 mraor peso moleculzar comd lo es IIa y IIb. Creemos due el uso
de apticuerpos dirigidos contra la enzima es un método directo
para ceracterizar la estructura de las poblaciones enzimaticas
presentes en la celula. Utilizando esta ultima metodologia, se
encontr& en nuestro laboratorio que la enzima unida a 1la
cromatina ecta compuesta principalmente por la especie Ilo. Esta
subespecie esta unida fuertemente a lz cromatina y al p;recer, es
1a sub=specie que esta activa en transcripcién dads qus no se
Zarn-erde totzlmente de la cromatine cucendo estd es tratada con
altas conczatt wcionas (100)  do Sarkoeil, a difoerenciz do 1z
=uhezpaTie Il=s gque  =c desprende  totalmente msdiante eete

tratanicnto.



56

La - ARN polimerasa purificada de los organismbs eucariontes
estudi adoz hasta la fecha, existe en 2 o0 3 formas que difieren
unicamente en el peso molecular de la subunidad mayor gque
presentan. Estas subespeciez se denominan 1Ilo, Ila y IIb (Ver
fig. 1. En el presente trabajo nos preguntamos por la presencia
d= ecstas distintas subespecies -en lisados totales, 1o que
racontramose es que e{ existe reconocimiento del anticuerpo por la
subunidad mayor de la ARM polimerasa II, adn siendo este dirigide
contra la ARY polimerasa II de Limoc de ternera gque pesa 240,000
d. Mosotros detectamo: un pezc molecular de 220,000 d (ver fig.

=)

Fn la2 moevorias de lss prep:racicnes de enzimas purificadas a
partir de dive soz corgenismos, las subzspecies Ila vy Ik
consti tuyen &l mayor porcentaie. La subecspecie Ilo, cuando esta

presente, se encuentra en pequeﬁa'proparcién (no mayor del 10%).

Evidencias encontrada:z en_nuestru laboratorio muestran gue
la praporciéh de I10, =n licsadoc totales vy n&clens aislados de
colulas V-1, ec elevada (mayor del SO%). Al purificar 1la
pnblacién de enzima acsociada a2 la cromatina, tanto en nlcleos
aislades de raton conc celulas Cv-i, encentrarocn que le
subespezie IIno es adn mas elevada, representando como especie
dominsnte, més de un 0L

Y analizics :c:ipéptidica de iez pollaciones de enzim2 libre
v asociads, moctro cuz exicten diferenciacs entre cllacs (333 las

mbhse-variones presizi que suderian il sstas dos poblaciones eran

iddntizas (ST}, nc fuo-on rocofirmadas,
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tal wvexr se deba a que la enzima sufre un procesamiento

proteulfticu asociado al procesn de transcripcidn.

Cuando analizamos el peso molecular de la subunidad mayor. en
lisados totales con y sin inhibidores de proteasas, vemos que no
exite ninguna diferencia ni efecto sobre el pébtido de mayor peso

molecular de la planta (fig. 7)

S>> ha sugerido que las subunidades mayores de las
subacpaci=2z 1la y IIb se originan por proto&llsis especifica "in
witrp” del componente de mayor peso molecular (II10). Es decir,

que la Unica subespzcie codificada genéticamente sea I1Ia (40).

Una eegund2 alternativa resulta el suponer que las distintas
subespozicn sean ccodificadas por diferentes genss, aungque
relacionadar entre i, Finalmente existe la posibilidad de una
situacion intermcdia de gque Ila y 1IIb existen en la :3lula y se
nriginan peo~ procecsamiento proteol{tico de IIo *in vivo*. Esta
hipétesis abire la posibilidad de que 1Ila y IIb jueguen un papel

en el proces=o de tranacripciéﬂ (81).

S& ha mosti-ado tantoc en levadura (41), Drosophila (42) vy
germen de2 trigo (437 la c.istencia de actividades proteolfticac

capaces do convertir *in vitro®" la subunidad IIa en Ilb.

- -’ -
Gopstr recpactic nozotruy pensamos que tal ver ! peptide do
222,022 & en roalidad pesaba 222,000 4 comc suzad2 on mamifercc,
" ’ &£ . £ .
v que gzbido & un procesamientio proteclitico durante la lisis se

procossha de %tz nangra gu? = 1a subo2spe=cic de mayor pess le
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conferfa un mayor corrimiento electrnforéticn. Todo esto debido

quizas a una proteélisis limitada de Ilo propia de la planta.

Lo que hicimos a este respecto fué mezclar planta y células
H=la en ausencia d» inhibidores de proteasas e incubadas a 32 °C
por un  tiempo de T minutoss, lisandolac juntas para ver el
ofecto de 13 planta sobre les células Hela. Observsmos que ambos

-y

’ = 2 3
polipeptidor mantenian su estructura molecular (fig. S?

Estudios rcalizades con germinado de soya, trige y embriones
de erizn d= mer hor mzatrado 1a conversion de la subespecie I1la a
1z furma IIb, esociada a la germinaci&n ¥ @n unos casos  al

,
erricgenesic,

Recpecte 21 crigen de diclho procesamiente protec!ftico T
plant=zan docz posibilidad=s:
1} rFroteslisis artificial, asociada a los procedimientos comunes
empleados en las purificaciones.

s . : : -
2} Proteolisis normal de la enzima “in vivo".

Rzspecto del primer punto cabd mencionar 1o siguiente:
Encontramos que durante uvn dhejamiento de un extracte me=clando
:élu!as Heelz con planta, v 12 planta unicament>, no presentar
incremzate en la ferme  Tle dado la  disminucian de la suvbunidad

Ite fvmr fig. 10},

Eutractos do flonte de perejil & gH 2.0 presents  wayor
emrntenids 2o las farmas Iz ; ITo; e= decir secluclones alcalinas

pod-rn orevenis o r2tardar la protedlisis dc Ilo y Ile (323
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Tocando el segundo punto se puede mencionar lo siguiente 1
E. proceaamiento de la enzima ocurre en la célula. en que momento
ocurre? acaso es una autocatalisis? esta {implicado el

procesaaniento en el fenomeno de trastripcién?

Mo obstante, la reductiéh puede deberse a una
dzfozforilazidn de la  cubunidad Ilo dando como resultado la
formezich de la subunidad Ila, o por una prnteélisis limitada
=onoltsndo la sebunidad ITb. Adn en estos tiempos de incubacidn

nozotros no logranece distinguir ontr2 =ctas posibilidades.

Adem.’s =] anticuerpo utilizado en estos experimentos
reazcicna principalmente con =l péptidn que s2 repite 52 veces vy
=2t n~ 2] mtrems C-terminal de la subunidad Ilo y Ilay a
zom=2cusncia de ello reacciona dobilmente con la subunidad 1IIb

(*im + Dahmus enviade z publicacidn).

A={ mismo vemos que nuestros resultados difieren de 1los
ohtrnidos por otres  investigadorez, en el sentido que a mas
tiempo de incubacicn tde 3 horas =n adelantn=) y sin inhibidores

no vemos uns dramatics reduccién de 110 t¥ig 12).

fReegecto o la hipg_esi; planteada d= gque la enzima es
defpgfprilads, hicimos algunme ensayos con fpsfatasa alkalina
parz vor algdn posible zfeeto do esta sobre 12 subunidad mayor de
12 PN malimc-aza 1D, Lo que vimes §u§'que no actuc 1=z fosfatasa
sgbre 2l suctrato, dejendo intacto =1 pulipéptidn d=2 mayor peso

anlzzular. Haste ¢l momentic no hemos esclarecido sete fenomeno.
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Por otro lado, hicimos algunos ensayos con anticuerpos
dirigidos contra 1la ARN polimerasa 1I, purificada de timo de
ternera, para rastrear a8l gene que codifica para la ARN

’
polimerasa Il de la Planta del frijol, utilizando una biblioteca
gondmica de frijol, generosamente preatada por el Dr. Luis
Horrera Estrezlla.  Por el momento tenemcs algunas clonas
eelaccionadas, gue serviran para la clonacisn del gene, lo cual
zmrie de gran utilidad en el entendimiente de nuchas cesas que

- -
aun estar chscuras en 21 proceso denominado transcripcion.

Futuros experimentos estén enfocados ¢ ia utilizacicdn de la

fosfatasa tanto en nucleos aislados comc &n liszados totales.
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