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Aminoacidos Sirnbolo Símbolo 

l letea 3 leteas 

Alanina A Ala 

Arginina R Arg 

Asparagina N Asn 

Acido Aspártico D Asp 

Cisteína e Cy~· 

Glutamina Q Gln 

Acido glutámico E Glu 

Glicina G Gly 

Histidina H His 

Isoleucina lle 

Leucina L Leu 

Lisina K Lys 

Metionina M Mct 

Fenilalanina F Phe 

Prolina p Pro 

Secina s Ser 

'!'ceoni11a T l'hr 

•rciptofano w 'l'rp 

Tirosina 'i Tyr 

Valina V Val 

•.rabla !.Abreviaciones o símbolos de los aminoácidos. 
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ANTECEDENTES GENERALES 

La Transcripción es el proceso mediante el cual una hebra de DNA sirve como molde para la 

slntesls de una cadena de RNA y es un proceso que se basa en la complementarldad de las pares de bases. 

Esta calallzada por la enzima RNA polimerasa y consiste de tres .pasos fundamentales: la Iniciación que 

comienza cuando la RNA pollmerasa se une al DNA, éste debe estar desenrrollado y el desenrrollamlento es 

un evento local que se Inicia en el sitio en donde la polimerasa se une, La elapa de Iniciación esta completa 

cuando es Incorporado el primer nucleótldo; para que esta Iniciación se lleve a cabo se necesita una secuencia 

de DNA a la que se le denomina Promotor y se encuentra antes del slllo de Iniciación , este sitio de comienzo 

o Iniciación es en el cual se Incorpora el primer nucleólldo de la cadena de RNA. El segundo paso es la 

elongación y se describe como la rase durante la cual los nucleólldos son unidos coilalentemenle al extremo 3' 

de la cadena, las bases son adicionadas a la cadena de RNA formando un hlbrido de RNA-DNA en la reglón 

desenrrollada • Esta elongación Involucra el movimiento de la enzima RNA polimerasa a lo largo de cortos 

segmenlos de DNA que son pasajeramenle desenrrollados. El úlllmo paso es el de Terminación en el cual 

existe un punto en donde las bases ya no son adicionadas. Para el término de la transcripción el complejo de 

transcripción debe separarse, el hlbrido RNA-DNA es Interrumpido y la enzima y la cadena de RNA son 

liberadas. 

La Iniciación de la transcripción es el punto crlllco del control de la expresión de los genes , 

muchas veces el Iniciar o no en un cierto promotor delermlna si el gene puede ser expresado. Algunos 

promotores pueden ser reconocidos por la RNA polimerasa por si sola, en estos casos este tipo de promotores 

accesibles siempre empezaran un transcrito; la disponibilidad del promolor puede ser determinado por 

protelnas externas, las cuales pueden actuar bloqueando el acceso de la polimerasa o conlrolando la 

estructura de la reglón del genoma. Exlslen otros promotores qua no son adecuados por ellos mismos para la 

transcripción, entonces necesllan de faclores auxiliares para que la Iniciación ocurra .Los factores adicionales 

actuan mediante el reconocimiento de secuencias de DNA que pueden estar cerca o coinciden parcialmente 

con la secuencia de DNA a la que se une la RNA polimerasa . La Información para la función del promotor esté 

dada directamente por la secuencia de DNA, es decir su estructura es la señal, además los promolores varlan 

en sus annldades hacia la RNA polimerasa, esto puede ser un factor Importante para el conlrol de la Iniciación 

y más adelanle la expresión del gene. 

Las secuencias que se encuentran antes del punto de Iniciación son llamadas ascendentes 

(upslream), aquellas que se encuenlran después son llamadHs descendentes (downslream) ,asl la 

transcripción va de derecha (upslream ) a la Izquierda (downslream), las posiciones de las bases son 

numeradas en ambas direcciones a partir del punto de Iniciación ,que tiene el valor de +1, los números se 
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incrementan hacia ta derecha (dirección downslream); la base que se encuentra antes del punto de Inicio 

tienen et número de -1 y tos números negativos se aumentan hacia la Izquierda (dirección upstream) • Et 

producto Inmediato de la transcripción es llamado el transcrito primario y consiste de un RNA que se extiende 

desde el promotor hasta el tennlnador pero es generalmente Inestable y difícil de caracterizar In vivo y es 

modificado, en eucariotes, en los extremos con pol!A para dar un RNA maduro (RNAm). 

La mayorla de los promotores encontrados en mamlferos, pájaros, anfibios e Insectos. 

tiene una secuencia TATA , ta caja TATA, entre 19 y 27 pb upstream del punto de comienzo, ta secuencia 

consenso consiste casi completamente de bases A·T, esta caja TATA tiende a ser rodeada de secuencias ricas 

en G·C y es casi ldentlca a la caja TATA encontrada en promotores bacterianos pero su localización es distinta 

en lugar de estar a -1 O está a ·25. 

Algunas secuencias cortas han sido ldentlOcadas dentro de los promotores y algunos factores 

auxiliares se unen a ellas. Su localización es variable pero están aproximadamente 40pb upstream de la caja 

TATA. Es necesario hacer notar que la región que se encuentra alrededor de la caja TATA es necesaria para 

una Iniciación precisa, además las dos reglones , la llamada reglón media localizada entre -50 y -70 y la 

llamada reglón distal locallizada entre ·BD y -110 son necesarias para una eficiente Iniciación. Las reglones que 

se encuentran entre estas tres no estén Involucradas en la función del promotor, la distancia entre estos tres 

sillas suele ser moderadamente flexible; la separación entre los elementos que eslán más hacia la Izquierda 

(dirección upstream) puede ser hasta de 15 pb después de este valor llega a ser Inutilizable y su distancia de 

la caja TATA puede llegar a las 30pb, si sobrepasa la distancia el promotor es afectado. Los promotores In 

"vivo parecen tener dos tipos de funciones: la frecuencia de la Iniciación está Influenciada por la función 

upstream que es dada por los elementos dislal y medio, ambos tienen probablemente algún efecto para la 

unión de la pollmerasa. La elección del punto de comienzo depende de la función cercana de un elemento que 

está muy cercano al punto de Inicio y que se encuentra además alrededor de la caja TATA; al ser suprimido 

causa que el sitio de Iniciación sea errálico . El papel de esta secuencia podrla ser el de alinear a la pollmerasa 

para que asl la Iniciación sea en el sitio correcto. 

Para explicar cómo un promotor que consiste de varios elementos funcionales separados 

puede unirse a la pollmerasa cuyo tamaño no cubre la extensión de la distancia que ocupan estos elementos 

existen dos modelos: el primer modelo plantea a una RNA polimerasa que Inicialmente contacta al sitio más 

alejado upstream y entonces se mueve hacia el sitio donde se encuentra el punto de Inicio. El otro modelo nos 

hace recordar que el DNA in vivo no es lineal, su compacta organización podrla crear sitios de 

yuxtaposición separados en la molécula duplex y los sitios de unión de la polimerasa aunque no sean 

contiguos son doblados sobre la molécula por protelnas que los acercan a la pollmerasa . Podemos decir que 

el promotor contienen diferentes módulos y que cada uno tiene una función diferente, la función de cada 

módulo está determinado por una secuencia consenso corta , aunque la secuencia que rodea a este núcleo 
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Pcomotor Procacionte. 

punto de i 
-35 pb -25 pb 

"~1 -16 a -19 pb 

Promotor Eucarionte. 

~-------------apcoximadamente 110 pb _________ __, 

punto de i 

-100 -80 -30 -20 +l~ 

._ _______ dicecci6n upstreª.---------------~ 

·Anexo.La 111:1yoria de los promotores encontrados en mamíferos, paJaros, 

anfibios e insectos· tienen una secuencia 1'A1'A, la caja 'fAl'A, entre 19 y 

27 pb upstream del punto de inicio (punto de i.) la secuencia consenso 

consiste casi completamente de bases AT, esta caja tiende a ser rodeada 

de secuencias ricas en GC. y es casi idéntica a la caja 'fA'fA encontrada 

en promotores bacterianos pero su lo~alización es distinta en luyar de 

estar a -10 esta a -25. 
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puede Influenciar su efectividad y las secuencias consenso son llamadas todas "cajas· asl como la caja TATA. 

La caja CM T es encontrada en promotores de los genes de beta·globlna y en el de TK ( timldlna clnasa del 

gen del virus del herpes), y está conservada casi en todos los promotores, la secuencia consenso es: GGC (o 

T) CAATCT. Otro elemento conservado es la caja GC la cual contiene la secuencia GGGCGG, que se 

presenta en muchas coplas y puede estar en ambas orientaciones. Ubicando las reglones en el promotor , 

empezando en dirección upslream a partir del punto de Inicio tenemos la reglón cercana en donde se encuentra 

la caja TATA, la reglón media contiene a la caja GC y en la reglón alejada se encuentra la caja CMT y una 

segunda caja GC, las dos cajas cajas GC tienen una orientación opuesta, y la caja CAAT se encuenlra en 

orientación opuesta a la usual y pueden funcionar en ambas orientaciones. 

Los factores de transcripción reconocen secuencias consenso particulares. 

Las protelnas que son parte del aparato transcripclonal (protelnas que son necesarias para 

Iniciar la transcripción ) pueden ser divididas en tres grupos: Las subunldades de la RNA pollmerasa 11 son 

necesarias para todas las etapas de la transcripción, pero no son especificas para promotores individuales. Los 

factores de transcripción se pueden unir a la pollmerasa cuando ésta fonTia un complejo de iniciación aunque 

no sean parte de la enzima libre, estos factores son necesarios para la Iniciación de la transcripción en todos 

los promotores. Los factores de transcripción se unen a secuencias especlncas en los promotores blanco. 

Los extractos celulares totales (Manley y cols 1980) y cltoplasmáticos o S·100 (Well y 

cols. 1979) se han fraccionado para tratar de purificar los factores Involucrados en el proceso de transcripción. 

Matsul y cols. (1980) al fraccionar el extracto S-100 por cromatografla, ldentlOca 4 componentes (llA, 118, llC y 

110) que son requeridos para la Iniciación precisa de la transcripción del promotor tardlo de adenovlrus-2 . Más 

tarde, Samuels y cols. (1982), realizan un fraccionamiento análogo al descrito por Matsul, pero con el extracto 

celular total ( Manley) encontrando que se requieren tres fracciones (A8, CB y 08) para la transcripción 

precisa. Por otra parte Dynan y Tjian (1983 a) al utilizar un mélodo nuevo de fraccionamiento, y partiendo de 

un extracto total de células HeLa encuentran tres componentes que son necesarios para la Iniciación de la 

transcripción: 1) un componente al que se denomina 'sp1, que es especifico para.la transcripción del promotor 

temprano y tardlo de SV40, 2) el segundo componente llamado Sp2 es un factor general, que es necesario 

para la transcripción de otros promolores y 3) el tercero corresponde a la fracción que contienen a la RNA 

pollmerasa 11 endógena. Recientemente se ha logrado una mayor purificación de los faclores Involucrados en la 

Iniciación especifica de la transcripción y en algunos casos se ha caracterizado parcialmente su función. Por 

ensayos de reconstitución, se ha logrado ldentlncar al menos cinco factores necesarios para la Iniciación de la 

transcripción, dirigida por el promotor tardlo de adenovlrus. Basados en la nomenclalura utilizada por Relnberg 

y cols. (1987) estos factores son TFllA, TFllB, TFllD, TFllE, y TFllF 
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FORMACION DOMINIO DE HELICE_HORQUILLA 

DE DEDO DE LEUCINA HELICE 

ZINC 

GAL4(levadura) GCN4(levadura) ASC T4(droso.phi. 

SN lS(levadura) YAPl(levadura) ASC TS( 

ADRl (levadura) HBPl(planta) Twist ( 

Kruppel(Drosophila) TGAl(planta) e myc(verte.) 

Hunchback(drosophila) Opaco2(planta) N myc( 

RHE Fos(vert.) Myo D ( 

RT Jun(vert.) 

Spl (vertebrados C/EBP(vert.) 

CREB(vert.) 

Tabla 2 • Clases de factores de transcripci~n. 
Ejemplos de.diferentes clases de supuestos factores de trans· 

cripci6n dividid6s ~n tres tipos importantes de proteínas 

Otras clases de factores existen que no quedan dentro de 

esta clasificación, 
(Tomado de Gene structure and transcripción. RNA polymerase 
IIB and general transcription factors,Annu.Rev.Biochem. 

59,711. 1990 Sawadogo and Sentenac) 
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TFllA ha sido purificado parcialmente de células HeLa y tiene un peso molecular de aproximadamente 82 kd • 

El factor AB (Samuels y cols 19986) y el STF (Egly y cols. 1984) tienen caracterlstlcas similares al factor TFllA. 

El factor STF ha sido purificado de células HeLa y de timo de Jernera, tiene uri peso molecular aproximado de 

34 kd. y se propone que puede ser la protelna actlna ya que los anticuerpos antl·actlna reaccionan con el factor 

citado. TFllA y TFllD forman parte del complejo de Iniciación. TFllB tienen caracterlstlcas similares a los 

factores CB1, BTF3 y alfa, es un factor que ha sido parcialmente purificado, y tiene un peso de 28 kd. La 

protelna forma un complejo con TFllE (conteniendo TFllF) el cual es requerido para los estadios finales de 

la formación del complejo de prclnlclación. TFllD es conocido también como DB y BTFI y tiene un peso 

molecular de 120 a 140 kd ha sido parcialmente purificado de células HeLa . Se une a la región de la caja 

TATA y junto con TFllA fonman un complejo, el cual es aparentemenle necesario en el periodo Inicial de la 

fonmaclón del complejo de prelnlclaclón. Los ensayos de protección con TFllD y DNAsa, muestran una reglón 

protegida de -40 a +35 pb en el promotor tardlo de adenovlrus y de -35 a -19 en el promotor de la protelna pcht 

( protelna choque ténmlco) 70 de humanos; Sallzman y Wclnmann (1989) sugieren que probablemente existan 

diversas formas de TFllD o blén que TFllD Interactúa de manera diferencial con los diferentes promotores. 

TFllE es similar a CBll y BTFll y tienen un peso molecular de 60 kd ,dicho factor eslé Involucrado en la fase 

tardla de la fonmaclón del complejo de prelnlclaclón. TFllF es probablemente similar a BTF y esté compuesto 

de dos protelnas de 30 y 82 kd. La actividad de TFllF se encuentra en un complejo de 70-90 kd, y participa en 

la formación del complejo de prelnlclaclón en su etapa tardla ; asimismo, se ha encontrado que TFllF 

contienen una protelna denominada RAP 30 la cual aparenlemente Interactúa con la RNA polimerasa ll. 

Los cinco factores mencionados anleriormente lnleractúan junio con la RNA pollmerasa 11 y forman un 

complejo de prelnlclaclón (Sallzman y Welnmann 1989). 

TFllS o Sii es un factor Involucrado en la elongación de cadenas de RNA , con peso molecular de 38·42 kd ha 

sido purificado de tumores ascltlcos de ratón y de timo de ternera; es capaz de eslimular la transcripción no 

especifica por RNA pollmerasa 11 purificada. La protelna Sii cosedimenta con la RNA polimerasa 11 cuando se 

anallza en gradiente de gltcerol, lo cual sugiere que exislen Interacciones protelna·protelna Implicadas en la 

estlmulaclón transcripclonal. Por estudios de clnéllca se ha encontrado que el factor llS afecta la eficiencia 

con la cual la RNA pollmerasa atraviesa reglones especificas de pausa, es por ello que la función que se le 

atribuye a este factor es la de Interaccionar con el complejo de iniciación y sobrepasar los sitios de pausa de la 

transcripción (Rappaport y cols. 1988;Relnberg y Roeder 1987). Ademés del factor antes mencionado, se 

requiere de la actividad de la RNAsa H y topolsomerasa para el crecimiento de las cadenas. Estas enzimas son 

necesarias para remover segmentos de RNA no alineados, unidos al DNA, que Impiden que las dos cadenas de 

DNA se reasoclen nuevamenle y la burbuja de transcripción continúe avanzando. También se ha encontrado 

por ensayos de transcripción In vllro e in vivo que la Iniciación y elongación de cadenas de RNA ocurre en 

presencia de nucleosomas (Beard y cols. 1982). 
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DNI\ 

FG'r ~ 
IRNAPHÑ DCT 

llNI\ 

FGT 

IRNAPIIO{ 

nucle6tidos 
elonyación 

Fig.!. La fosforilación de la RNI\ polimecasa II modula la transición d1il 

inicio de la tmnsccipción a la elongación. La focma lll\ de la 

polimecasa se asocia con el complejo de preiniciación. Una o más 

proteínas cinasas comienzan la fase de elongación por medio de la 

fosforilación da! llCT. La acción de una fosfatasa hace comenzar el 

ciclo. FGT factores generales de transcripción. DCl' dominio 

carboxiterminal. (l'omado de Zawel y Reinberg. 1993). 



Cuando múlllples factores se unen, sus interacciones con el promotor pueden ser de coopcralividad, es decir, 

que la unión de un factor puedo ayudar a otro para unirse también y debemos pens.ar que sus lnteracc.lones en 

el promotor hacen posible una estructura tridimensional que junto con la RNA polimerasa consiituyan el 

complejo de Iniciación. Existen factores que son necesarios para la transcripción en general como los 

anteriores y hay otros que regulan lo transcripción de algunos grupos do genes en parttcular y tenemos como 

ejemplo a los genes de la respuesta al choque térmico o heat shock. 

La respuesta choque ténmlco es común en una gran variedad de eucarlontes y procariontes e Involucra 

muchos controles en cuanto e la expresión de los genes: un Incremento en la temperalura apaga ta 

transcripción de algunos genes y prende la transcripción de los genes choque térmico , y puede causar algunos 

cambios en la traducción de RNAsm. Los genes ch\ de los eucarlotes poseen una secuencia consenso de 15pb 

comente arriba del punto de Inicio, el factor de transcripción cht (HSTF) está activo sólo en células que han 

sido tratadas con choque ténmlco, este factor se une a un sitio que está dentro de la secuencia consenso Qe 

choque ténmlco; la activación de este factor por consiguiente proporciona un medio de Iniciar la transcripción 

en el grupo especifico de genes que contengan la secuencia blanco apropiada en su promotor. 

Los factores de transcripción eucariollcos pueden tener una amplia variedad de especificidades, los más 

comunes son probablemente aquellos necesarios para el reconocimiento de todos los promotores que 

contengan cajas TATA. Los menos comunes podrlan ser los factores empleados para prender la transcripción 

de pequenos grupos de genes que están especializados en la respuesta a algunas seílales especificas. Asl los 

factores van de componentes muy comunes del aparato transcripclonal a protelnas regulatorlas poco 

comunes. 

Un gene puede ser regulado por una secuencia en el promo1or que es reconocida por una prolelna 

especlfica,la protelna funciona como un factor de transcripción necesario para que la RNA polimerasa lo 

reconozca y se una y comience su función ; este factor sólo está disponible cuando el gene va a ser 

expresado, su ausencia asegura que el promotor no va a ser usado. 

Cuando un promotor está regulado en més de una manera, cada evento regulador puede depender de su 

unión a su propia protelna a alguna secuencia en particular. Por ejemplo, uno de los genes cht en Drosophila 

es expresado en dos circunstancias: en todos los tejidos cuando se eleva la temperatura , y en los ovarios a 

temperatura nonmal: análisis por deleclón muestra que las secuencias de .49 a ·B5 son necesarias para la 

Iniciación durante el choque térmico, mientras que las secuencias upstream de -341 son necesarias para la 

expresión en el ovario. Los promotores eucarióllcos no suelen actuar solos, en algunos casos la actividad de 

un promotor es Incrementada por la presencia de otra seuencla conocida como aumenlador o acllvador 

(enhancer); un activador se dislingue de un promotor por dos caracterlsllcas: su posición no es fija y puede 

funcionar en ambas orientaciones, no está restringido para auxiliar a un promotor en particular, pero puede 

estimular a cualquier promotor que esté en su vecindad. El aumentador de SV40 está localizado en una región 

12 



~nto ele inicio 

~ 
TFI~ 
~ 

TFII~~~ u/ \!•e ..:ilt!~B 
·~~ 

"'--i 
complejo ele transcripci6n 

~'ig.2. Formaci6n ele los complt!!~~s TFllD-'l'FllA TFIID-TFIIB. 

TFlID reconoce y se une a la caja TA1'A1 este es el pcimer factor 

que se asocia al promotor. 

(Tomado ele zawel y Reinberg. 1993). 

13 



del genoma que contiene dos secuencias ldenlicas de 72 pb repetidas en tandem aproxlmadamenle 200 pb 

upstream del punto de Iniciación de la unidad transcripclonal ; estas repeticiones de las 72 pb se encuentran en 

una reglón que tiene una estructura Inusual de nucleoprotelna, aparente.mente es una estruclura que está 

más expuesta que las demás. El mapeo por supresión muestra que una de estas repeticiones es adecuada 

para soportar la transcripción noITT1ai, pero la supresión de ambas repeliclones reduce de manera notable la 

transcripción In vivo. Este activador tiene una caracterlstica muy pecualiar, por experimentos de 

reconstrucción en los cuales la secuencia de 72 pb es removida del DNA e Insertada en cualquier otro lugar 

muestran que la transcripción normal puede llevarse a cabo si el activador se presenta en cualquier lugar y a 

distintas distancias del promotor; si el gene de la beta-globlna se coloca en una molécula de DNA que contiene 

una repeliclón de 72 pb, su transcripción se ve Incrementada In vivo más de 200 veces y ésto ocurre aún a 

pesar de que la secuencia se encuentra a más de -1400 pb (upstream) o a +3300 pb (downstream) del punto 

de Inicio. La secuencia puede ser Invertida y reemplazada y aún bajo estas condiciones sigue funcionando. 

Los aumentadores pueden tener estructuras modulares; el actlvador de SV40 puede ser separado en dos 

mitades que son activas cuando son separadas por cierta distancia. Los anllllsls mutaclonales ldenllílca tres 

dominios: la mutación de cualquier dominio Inactiva al activador, pero puede ser revertida duplicando 

cualquiera de los dos dominios restantes. Aunque los dominios son diferentes en secuencia, parece ser que 

juegan papeles similares, ya que un aumentador activo puede ser creado por la combinación de un número 

suficiente de dominios de tipo silvestre. 

Los modelos que explican cómo los actlvadores pueden estimular la iniciación y estar en cualquier lado y a 

"cualquier distancia , son: un aumentador podrla cambiar la estruclura en conjunto del templado - por ejemplo, 

por medio de la Influencia de la protelna- DNA en la organización de la cromatina, o cambiando la densidad del 

superenrrollado. Contra esta Idea eslán los resultados que demuestran que los activadores contlnuan la 

función bajo condiciones en que el superenrrollamlento no puede ser propagado a lo largo de la doble hélice. 

Todos los aumentadores caracterizados Incluyen un Intervalo de residuos alternados de pirimldlna-purina, con 

una fonna parecida a la de Z·DNA; una posibilidad es que los activadores funcionen formando un Z-DNA de 

corta longitud, un efecto estructural de esta naturaleza explicarla porqué el aumentador puede afectar a un 

promotor estando en cualquier lado. 

SI un actlvador dá un sitio de fijación, podrla ser responsable de la localización del templado en algún lugar en 

particular dentro de la célula, por ejemplo, fijándola a una matriz nuclear. 

Un aumentador podrla suministrar un sitio de entrada bidireccional, un punto en el cual la RNA polimerasa 11 

se asocia con la cromatina. 

Existen elementos slmliares a los activadores, llamados secuencias actlvadoras de corriente arriba ( upslream 

ac\ivator sequences UAS) pueden funcionar en cualquier orientación, a distancias variables corriente arriba 
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Fig.3. Modelo de la asociacion de lu RNA polimerasa Il en conjunto con 

TFIIF, reconoce el complejo DAB o el DB-DNA generando las asodaciones o 

complejos DAB-PolF o DB-PolF. 

(Tomado de· zawel y Reinberg. 1993). 
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del promotor, pero no pueden funcionar cuando estén en posiciones corriente abajo, tienen un papel regulador 

Las UAS estén unidas por protelnas reguladoras que activan a los genes. SI un sitio ligado por otra prolelna o 

una secuencia que causa la transcripción hasta su término es Introducida entre las UAS y el promotor del 

gene, el efecto actlvador es abolido. Este hecho puede concordar con el modelo de rastreo en el cual algunas 

protelnas, tal vez la RNA polimerasa 11 , fislcamente se mueve al promotor de una manera sensible a bloques 

fislcos (hechos por otras protelnas) o a se11ales reguladoras (para terminar el desplazamiento). 

El campo de la Investigación floreció hace ya 13 anos cuando los procesos de transcripción fueron 

duplicados primeramente en sistemas libres de células reconstituidos con extractos celulares crudos (Well y 

cols. 1979). En el trabajo de Zawel y Reinberg (1993) y en sistemas subsecuenteme0te desarrollados llegó a 

ser muy claro que la precisa transcripción de la RNA pollmerasa 11 es completamente, dependiente de la 

presencia de un promotor (Manley y cols. 1980). Ha llegado a ser claro que tas secuencias del templado de 

DNA actúa como senat que dirija a tos factores de transcripción y a la RNA pollmerasa al sitio de Iniciación. 

Cuatro clases de elementos cls han sido ldenuncados en los promotores en los genes de clase dos. La caja 

TATA y la reglón Iniciadora (lnr) constituyen los primeros elementos d,e esta clase y son considerados como 

los elementos mlnlmos de un promotor uno o ambos parecen estar presentes en todos los genes codificadores 

y cada uno es Independientemente capaz de dirigir la formación de un complejo competente de transcripción. 

La RNA pollmerasa y los factores generales de transcripción colectivamente conocidos como la maquinaria 

básica de la transcripción funciona sobre estos elementos mlnlmos del promotor. Las otras dos clases, 

elementos de secuencias consenso (los cuales son reconocidos y unidos mediante proleinas unidoras 

especificas del DNA) y acllvadores, son considerados elementos variables, ya que su presencia o ausencia y el 

orden particular de su arreglo es especlnco del gene. La combinación de todos estos elementos cls le dan al 

promotor su fuerza caracterlsllca. 

La subunidad más grande de la RNA pollmerasa 11 contienen un Inusual dominio carboxl-termlnal 

(DCT) que consiste de múltiples repeticiones de la secuencia consenso tyr-ser-pro-lhr-ser-pro-ser. Tal dominio 

no está presente en la RNA pollmerasa procarióllca o en la RNA Polimerasa 1 o ltl de eucarlontes. La longitud 

de la repetición parecer estar correlacionada con la complejidad genómlca del organismo. Debido al alto 

contenido de residuos de treonlna y serina en el heplapéplldo, el DCT puede ser allamente foslorilado como 

resultado de esta fosforilaclón la subunldad más grande de la RNA polimerasa 11 puede ser resuella en dos 

formas mayores en geles de pollacrilamlda SOS, la forma llamada 110 tiene la más baja movilidad de 240 Kd y 

contiene al DCT en su forma fosforilada. La forma llA de 215 Kd, no fosforilada, y probablemente un producto 

primario de traducción In vivo. Una tercera forma 118 de 180 Kd carece completamente de el DCT y se piensa 

que es un artefacto proteollllco de purificación. 
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Fig.4. formación del complejo de prcinir.iüciÓ11 e.n promotores 

que contienen una caja TATA. El modelo esquematiza el 
orden del ensamblaje de los fGT y la transición de la 

iniciación a la elongación .es mediada por la cinasa OCT. 

Este modelo indica quc la forma no fosfocilada IIh de 

la polimerasn,se aQocin con el complejo de prelniciaci6n.La 

acción de la cinasa es un ev•rnto que activa al complejo. 

(To1.1ndo de Zillll!.l )' Hei11beq¡.J.9!!3) 
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Una posible función para el DCT podrla ser la mediación de de la activación de la transcripción 

por medio de reguladores conienle arriba ; en colaboración con Y. Alonl (del. lnstiluto Wiczrnann) Zawel y 

Relnberg ( Zawel y Relnberg 1993) han demostrado que el DCT especlficamente Interactúa con TFllD (Usheva 

y cols. 1992). Altemattvamente otros han demostrado que el DCT es Innecesario para et factor Sp1 (Zehring y 

Greenleaf 1990) en experimentos de activación In vltro. Tal vez el DCT es un mediador para la esllmulaclón de 

soto un subgrupo de acttvadores, o solo en el contexto de un subgrupo de promotores especlficos; existen 

datos ( de Zawel y Relnberg asl corno de Farnham, articulo no publicado) que Indican que el requerimiento 

para et DCT en transcripción basal puede ser determinado por el promotor utilizado, y más especlficamente por 

la clase de bloque Iniciador que este presente. Otro punto de vista sostiene que el DCT puede actuar para 

remover o para superar los efectos de los factores que regulan negativamente la transcripción (Peterson y cols. 

1991); hay evidencia física que sugiero que el DCT puede Intercalarse con el DNA de manera no especifica 

(Suzuki 1990) tal actividad podrla fortalecer la unión de la RNA pollmerasa 11 y to la estabilidad del complejo de. 

Iniciación, tal vez la fosforilaclón del DCT libera la Interacción DCT I DNA, facilitando asl la transición de la 

Iniciación a la elongación (Carden 1990). Dahmus y Laybourn (1990) encontraron que: (1) la forma no 

fosforilada llA establemente se asocia con el complejo de prelnlclaclón, (2) la forma 110 puede ser aislada de 

los complejos de elongación, y (3) la conversión de RNA poi llA a RNA poi 110 ocurre antes de la formación de 

la primera unión foslodlester, 

Recientes Investigaciones se han propuesto Identificar la protelna celular clnasa que modifica el 

OCT. Oahmus y Layboum (1990) propusieron que la clnasa DCT podrla ser uno de los lectores generales de 

transcripción presentes en el complejo de prelnlclaclón . Fué recientemente encontrado que el factor TFllH 

contiene una actividad clnasa DCT, actividad que es drásticamente estimulada por factores que dirigen e la 

potlmerasa al factor TFllH hacia el promotor. 

Siete son los factores , llamados factores generales de transcripción (FGn, que han sido 

caracterizados, de estos siete factores solo uno,TFllD, contienen actividad de unión con el DNA con 

especificidad por la caja TATA. Los otros factores y la RNA pollmerasa entran al ciclo de transcripción por 

Interacciones protelna-protelna. 

TFllD. Los análisis que se han hecho sobre este laclordesde 1984 (Davlson y cols.1983, .Flre y 

cols. 1984, Relnberg y cols. 1987) y en 1988 con el descubrimiento de que el factor TFllD de levadura podla 

reemplazar al TFllD de humano y soportar niveles basales de transcripción (Cavallinl y cols. 1988, Buratowskl 

y cols. 1988) guiaron a establecer las siguientes caracterlstlcas de este factor: 1) La reglón conservada C

termlnal de TFllD contiene una repetición de 78 aminoácidos que proveen a la molécula de un elemento de 

slmetrla. Esto puede ser Importante en el reconocimiento de una caja TATA sin orienlaclón. El area entre estas 

repeticiones podría estar Involucrada en el contacto con TFllA (Buratowskly Zhou 1992) .2) Un núcleo básico 

central con una abundancia de lisinas (120-156); esta región tiene el potencial para formar una a-hélice con 
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lodos los residuos básicos orientados en un lado, sugiriendo una unión al DNA o bien un papel de Interacción 

protalna-protelna. 3) Una homologla al factor sigma (197-240); ésta reglón soporta una secuencia similar a la 

porción del factor sigma que Interactúa directamente con el elemento ·10 de los promotores bacterianos. El N· 

tennlnat no está conservado en las diferentes especies: 1) ta caracterlsllca més notable es la porción de 38 

glutamlnas consecutivas que se encuentran en la parte central de este dominio en humanos. 2) Un trlpéptldo 

Pro· Met· Thr es repelido 5 veces en humanos y cuatro veces en Drosophila (está ausente en levaduras) que 

se encuentra cerca de la unión o empalme entre el dominio amlno-tennlnal y el núcleo básico. Los análisis 

mutaclonales demuestran que en levaduras, Drosophlla y clonas humanas, el dominio e-terminal altamente 

conservado es suficiente para proveer ta unión del DNA a la caja TATA y a~llvldad basal transcrlpclonal 

(Horlkoshl y cols. 1990, Peterson y cols. 1990, Hoey y cols. 1990). Aparentemente esta porción do la protelna 

es suficiente para la formación de un complejo activo de transcripción. Zhou y cols ( Zhou y cols. 1991) han 

demostrado que: 1) el dominio carboxy-tennlnal del TFllD do levaduras as suficiente para la vlabllldad de la 

célula pero que 2) uno reglón ácido del amlno-lermlnal es requerida para una respuesta transcrlpclonal para la 

esllmulaclón comente arriba del factor y el crecimiento nonnel de la célula. El TFllD humano es parte de un 

gran complejo de protelna (Relnberg y cols. 1987). La sedimentación por gradiente de glicerol y el anállsls por 

lnmunopreclpllaclón Indican que TFllD existe en le célula como un complejo mulllprotelnico con al menos seis 

pollpéplldos con meses de 32 e 150 Kd (Dynlachl y cols. 1991). En el ensamblaje Inicial del complejo, la unión 

de TFllD a la caja TATA parece ser el primer paso, el complejo TFllD· DNA provee el sitio de reconocimiento 

pare le asociación de otros factores generales do transcripción ( FGl) y la RNA pollmerasa 11 (Buratowskl y 

cols. 1989, Maldonado y cols. 1990). La protelna unida a TATA (PUl) parece tener la habllldad de Interactuar 

con muchos factores, dos factores que llevan a cabo la transcripción basal, TFllA y TFllB probablemente 

Interactúan con el dominio conservado de TFllD. 

TFllB. Este factor llene une mese molecular do 33Kd, la secuencia de nucleólldos de el TFllB humano 

pronostica un marco abierto de lectura que codifica a un pollpéptido de 318 aminoácidos con una masa 

molecular calculada de 34.8 Kd. Análisis para RNA en gel y de transferencia para protelnas Indican que un solo 

gene humano codifica para TFllB; este factor tiene un bloque repelido de 76 aminoácidos en el carboxl· 

tennlnal en le mitad de la protelna, estas repeticiones son requeridas por TFllB para asociarse con el complejo 

TFllD-TFllA (complejo DA) (Ha y cols. observaciones no publicadas), en los 20 aminoácidos que separan a 

este bloque de repeticiones, existe una reglón que sostiene una cle1ta famillartdad al factor sigma de 

procartotes; también empalmado entre estos bloques de repeticiones se encuentra un dominio de 15 

amlnoécldos con un potencial para formar una n héllce que conllene los residuos hldrofóblcos a lo largo de un 

lado y residuos básicos cargados a lo largo del otro. 

TFllF. cuando Greenblall y sus colaboradores fraccionaron extractos derivados de limo de ternera o de células 

HeLa en columnas que contenlan RNA pollmerasa 11 lnmobllizeda , aislaron tres protelnas asociadas a la RNA 
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Pig.5. Formaci&11 del co111plojo cfo i11lc:inció'n en promotores 
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pollmerasa 11: RAP30, RAP74 y RAP38 (Sopla y cols. 1985). RAP 38 es equlvalenle a TFl/S, también 

conocida como SI/, un ractor de elongación que arecta la eficiencia a la cual RNA pollmerasa 11 pasa a través 

de los sitios de pausa (Seklmlzu y cols. 1979, Relnborg y Roeder 1987, Rappaport y cols. 1987). TFllF rue 

purificado a homogeneidad de extractos nucleares usando un ensayo funcional de transcripción, y los 

pollpéplldos 30 y 74 Kd rueron lnmunológlcamenle Idénticos a RAP30 y RAP74 (Flores y cols. 1988, Flores y 

cols 1990), TFllF tiene una aparente masa molecular de 220 Kd, esto sugiere que existe en solución como una 

estructura a. 2 p2 y además de ser esencial para la Iniciación de la transcripción, TFllF llene la habilidad de 

estimular la elongación (Bengol 1991). La secuencia do RAP30 es rica en residuos básicos y contienen varios 

bloques lnteresantes:1) la porción cenlral de RAP30 de 249 aminoácidos (residuos 93·165) es homóloga a las 

dos reglones no conllguas del factor sigma 70 de E. coli. 2) la porción amino terminal de la prolefna (residuos 

36-42) caracteriza un nucleólido consenso en un bloque de unión. 3) la reglón carboxy-termlnel tienen un 

dominio homólogo al rector sigma 70 (residuos 164·174). RAP30 y RAP74, ambas subunfdades de TFllF son 

foslorlfables y la subunldad más grande está extensivamente rosrorilada In vfvo.RAP74 contiene un dominio 

globular en el N·termfnal, un dominio central allemenle cargado que conllene grupos de residuos ácidos y 

básicos, y un dominio globular e-terminal el cual Incluye dos bloques Interesantes: el primero es una reglón 

débil de homologfa con un subdomlnlo (reglón IV) presente en la RNA poi/merase 1 de levaduras y en otras 

poi/merases de eucariotes, la !unción de esta reglón es desconocida. El otro bloque es una reglón de 

homologla a la unión en lazo do rosrato de la tlmidina kinasa . El factor TFllF parece tener un papel critico de 

asociación con la RNA pol/merasa 11 y enlregando la enzima al ensamblaje del complejo de prelnlclaclón sobre 

el DNA. Buratowskl y cols. han propuesto qua la RNA poflmerasa puede asociarse dlreclamenle con el 

complejo DAB (Buratowskl y cols. 1989), sin embargo, cuando raclores aflemenle puril/cados o recombinados 

son usados, ni TFllF ni la RNA pollmerasa 11 pueden unirse al complejo DAB solos (Flores y cols. 1991). La 

formación del complejo DB·polF o DAB-PolF proveen el fundamento para que se asocien los faclores restanles 

requeridos para la transcripción basal TFllE,TFllH, y TFllJ. 

TFllE. Este factor copurifica con TFllF y con TFllH; la purificación eventual de TFllE resulló en las siguientes 

observaciones :1) TFllE es esencial para la exacta transcripción In vitro de promotores de clase 11 ;2) la 

acllvldad copurifica como un heterodlmero de 34 y 56Kd , y la eslequlomelrla parece ser 1 :1, 3) los análisis 

por filtración de gel Indican que el raclor parece exisllr en solución como un tetrémero, con una masa aparente 

de 200 Kd (Okhuma 1991,lnostroza y cols 1991). el ensamblaje de TFllE en el complejo de Iniciación ocurre 

después de la asociación de RNA polimerasa 11/llF con el complejo DAB (lnoslroza y cols. 1991). Las 

secuencias de las dos subunldades de TFllE p 34 y p56 no eslán cercanamente relacionadas a ninguna otra 

prolelna, en ambas subunldades, sin embargo, hay varios bloques que pueden dar algunas claves del 

runclonamlento de TFllE; la subunldad de 56 Kd es allamenle éclda, mlenlras la subunfdad de 34 Kd es 

altamente básica, y hay una extensión de residuos ácidos en fa reglón correspondiente de p34. De acuerdo 
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con las observaciones se sugiere una Interacción de TFllE con ta pollmerasa 11 y otros FGT, en el p56 hay una 

secuencia con un potencial para formar una a.· héllce anfipállca con un grupo de residuos béstcos en una cara 

y los residuos hldrofóblcos en ta otro. La p56 conllenen un grupo de residuos de cistelna arreglados de acuerdo 

al siguiente patrón CX2CX21CX2C, patrones similares de dedos do zinc (zlnc-fingers) han sido encontrados en 

protelnas de unión a !leidos nucleicos como le famllla de receptores de hormones y asteroides, Sp1 y otras. Le 

subunldad p56 contienen una reglón con homologla e la secuencie consenso presente en el lazo catallllco de 

vartas clnasas, clnasa RAF1, clnasa Src etc., este bloque es especialmente similar al dominio común en la 

familia de protelnes klnasas e.Aunque Ja subunldad de 56Kd no tienen la secuencia consenso para Ja unión de 

nucleotldos, hay un bloque en p34 que es slmllar a Ja sitio de unión de nucleótldos presente en la protelna de 

resistencia a drogas (Chen y cols.1986) ; existen estudios previos que sugieren que TFllE contiene una 

actividad de ATPasa(Sawadogo y Roeder 1984).La asociación de TFllE con el complejo de prelnlclaclón 

requiere del complejo DAB·PoJF, y da origen al complejo DAB·PolFE, esto provee el fundamento de la 

asociación de TFllH. 

TFllH.Cuando las preparaciones de TFllF fueron purtncadas por cromatograrta de fenil-superose, una actividad 

previamente sin caractertzar y con nivel esencial basal de transcripción fue descubierta (Flores y cols. 1992) .El 

perfil de eluclón de esta actividad llamado TFllH, es dlsllnto de TFllF como se determinó por análisis de 

Western blot usando anticuerpos contra RAP30 y RAP74. El factor TFllH es requerido para la transcripción de 

algunos promotores de clase 11, Incluyendo los de Hsp 70, Ad·MLP y Ad·IVa2. El factor TFllH entran en el 

complejo de prelnlclación después de TFllE y antes de TFllJ. Recientemente se ha detectado una actividad 

·klnasa asociada a TFllH que puede fosforilar el DCT de RNA pollmerasa 11 (Lu y cols. en prensa 1992). 

TFllA. Este factor ha sido uno de los més controvertidos, en un principio de pensó que era una protelna 

llamada actlna pero en estudios recientes de Relnberg y cols (1967) so logró separar la actividad de TFllA de 

la actlna. Subsecuentemente han sido descritas preparaciones de TFllA libres de acuna.La masa de TFllA rué 

estimada en 64 Kd, más tarde usando cromatogralla de afinidad a TFllD, el factor TFllA fué aislado como un 

haterotrlmero de 34, 19 y 14 Kd (Cortes y cols. 1992) , en 1991 se reportó la acvtlvidad de TFllA de células 

HeLa que contenta un solo polipéptldo de 38Kd , !amblen se purificó TFllA de extractos de germen do trigo 

reportándose un solo pollpéptido de 35 Kd. TFllA ha sido recientemente purificado coomo un heterodlmero de 

32 y 13.SKd de S. cerevlslae (Ranlsh y Hahn 1991); Para complicar más el perfil de este factor, se ha 

reportado un factor TFllG como un factor especifico esencial de Iniciación que puede ser parcialmente 

reemplazado porTFllA (Sumimoto y cofs; 1990), este fectorTFllG es requertdo en ausencia de TFllA y no fue 

reportada la composición de pollpéptldos para TFllG. Cortes y cols. en 1992 encontraron que el factor TFllA 

puede ser separado en su actividad en dos diferentes TFllA y TFllJ: TFllA está compuesto de tres polipéptidos 

de 34, 19 y 14 Kd.TFllG parece ser una combinación de TFllH y TFllJ. En la formación de los complejos, TFllA 

so puede asociar con el complejo TFllD-DNA, ademés TFllA se puede asociar con todos los Intermediarios del 
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complejo de prelnlclaclón :DB,DB-PolF,DB·Po\FE etc. Estas observaciones , junto con el descubrtmlento de 

que TFllA no es requerida para la transcripción cuando las protelnas de unión del Rparalo transcrlpclonal son 

usadas en Jugar del TFllD nativo, suglrtendo que la asociación de TFllA con la reglón del promotor no es 

necesarta para Ja formación de un competente complejo de transcripción. TFllJ en la otra mano, es requerido ( 

cuando tas protelnas de unión son usadas) y es el ultimo factor en entrar ot complejo de prelnlc\aclón;el factor 

TFIJJ reconoce y se asocia solo con et complejo DB·PolFEH, resultando en la formación del complejo DB· 

Po\FEHJ. 

Complejos de prelnlclac\ón y de Iniciación. Siete diferentes factores prole\cos , en adición a Ja RNA polimerasa 

JI , operan vla et elemento TATA para modular la transcripción basal: llD,llA,IJB,llF,llE,IJH y IJJ.La transcripción 

es comenzada por el ensamblaje, sobre et DNA conteniendo el promotor, de todos los factores de una manera 

ordenada: TFIJD es el primer FGT en asociarse al promotor ya que es unlco factor quo posee actividad de 

unión al DNA., TFllA se puede entonces asociar con el complejo D·DNA también como con los Intermediarios 

subsecuentes, la formación del complejo DA está caracterizado ror un Incremento en la reglón protegida 

del corte con DNAasa (TFIJD proteje una reglón de 20 nucleotidos alrededor de la caja TATA de ·36 a ·17), 

TFllB se asocia con el complejo DA·DNA, resultando en la formación de un complejo DAB (Buratowskl y cols. 

1989,Maldonado y cols. 1990), la siguiente entrega al complejo promotor-DAS es por medio de TFl\F. Los 

estudios de Flores y cols.(1991) demuestran que ta asociación de la RNA pollmerasa 11 con el complejo de 

prelnlclaclón es estrictamente dependiente de TFllF. De acuerllo con el modelo propuesto por Dahmus (Payne 

y co\s. 1989), Ja forma llA (no fosforllada) de la RNA po\Jmerasa 11 es más ef\clentemen\e Incorporada en el 

ensamblaje del complejo que la forma 110, fonna fosrorllada ( Lu y col> 1991), la subsecuenle fosrori\aclón del 

DCT es Ja llave en la transición de Ja Iniciación a la elongación. El faclor TFllE, seguido de TFllH reconocen y 

se asocian con el complejo DAB-pol F formando el complejo DAB·PolFEH (Flores y cols.1992, lnos\roza y co\s. 

1991), finalmente el factor TFllJ se une completando el ensamblaje del complejo de prelniclación de 

transcripción; es ya sabido que Ja hldróllsls de ATP entre los fosfa\os beta y lambda es requerida para que 

ocurra el Inicio exacto de la transcripción, esta hidróllsls parece ocurrir subsecuentemente de completarse el 

ensamblaje del complejo de Iniciación poro antes de la formación del primer enlace fosfodiester, el papel de la 

hldróllsls del ATP es desconocido pero las especulaciones populares Incluyen: 1) para fosroriler uno o varios de 

los FGT para que el complejo sea activado, 2) para facilitar la conversión del la RNA pollmerasa llA a 110 y 3) 

para dar energía para la formación del primor enlace rosfodiester. Los eventos que establecen el complejo 

abierto en donde el templado de DNA ha sido en parte desenrrollado es pobremenle entendido, después de 

que esto es establecido todo lo que se necesita para la transcripción ~on los ribonucleósldos trifosfatos, si los 

nucleótldos estén presentes el proceso por el cual el complejo activado comienza a move1se hacia abajo del 

DNA en el periodo de elongación, seguirá; se cree que algunos de los FGT permanecen en el promotor y son 

utlles para la relnlclación, mlenJras airas proceden a lo largo con el complejo de elongación. 
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Fig. 6. Dr es un represor de la transcripción basal. Este 
modelo ilustra la habilidad de Dr para asociarse con TFIID, 

esta uni6n evita el ensamblaje posterior del complejo de pre 

iniciación. 

(Tomado de zawel y Reinberg. 1993). 
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Existen promotores a los que les falta la caja TATA, los llamados genes de clase de mantenimiento 

(housekeeplng) , para conocer el mecanismo por el cual la sena! para la Iniciación es dada se hicieron algunos 

ensayos de delaciones sobre el promotor del gene do la deoxlnucleolldlllransferase y so demoslró que existen 

alrededor del sitio de Iniciación unos 17 nucleólldos que conllenen le lnlormeclón necesaria para dirigir le 

lnlcleclón de la transcripción ,esto elemento fue llamado el Iniciador (lnr). 
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ANTECEDENTES DIRECTOS. 

Los trabajos pioneros de Weiss, con núcleos do células do mamlfero(Welss 1959,Welss y Gladslone 

1960), mostraron por vez primera, la presencia de actividad de RNA polimerasa dependiente de DNA, en 

núcleos de hlgado do rala. 

La RNA pollmerasa·DNA dependiente transcribo DNA a RNA usando los cuatro rlbonucleotldos 

trifosfatos como sustratos . La reacción requiere un calión dlvalenle, tal como el magnesio. El RNA es 

sintetizado en la dirección s· a 3· y la secuencia resultante es complementaria en bases a la hebra del 

templado de DNA. Una molécula de plrofosfalo es liberada para cada nuclcotido Incorporado en la cadena. 

El núcleo eucartotlco contiene tres distintas RNA pollmerasas, las cuales difieren en su función: (Roeder R.G. 

1976) La RNA pollmerasa 1 slnlellza RNA ribosomales precursores . La RNA polimerasa 11 sintellza RNA 

mensajeros precursores. La RNA pollmerasa 111 transcribe genes de RNA de transferencia , SS y RNAs 

nucleares pequeños. 

La RNA pollmerasa ha sido aislada de muchos tejidos eucar1ótlcos aunque sólo unas pocas fuentes han 

rendido grandes cantidades de enzima pura. Levaduras, gérmen de trigo, y timo de ternera proveen los 

rendimientos més grandes de enzima. 

La estructura do las subunidades de las RNA pollmerasas eucariótlcas es compleja. La electroforésls en geles 

de pollacrilamida SOS revelan entre nueve y catorce subunldades.Como es discutido por Paule (Paule 

1981.),las subunldades, pueden ser clasificadas como grandes (mayor de 100,000 dallones) o pequenas (menos 

de 50,000 dallones) .Una subunldad de tamaño Intermedio es encontrada sólo en RNA pollmerasa 111. El 

pollpéptldo más grande es encontrado en la RNA polirnerasa 11 (200,000-220,000). 

El o;- amanltlna , un tóxico aislado del hongo Amanila phalloldes (Wleland,1964,1968; Wieland & Wleland ,1972; 

Flurne y cols.1970) especlficamenle Inhibe la slnlesis de RNA catalizada a alta fuerza lónlca en núcleos 

aislados (Stlrpe & Flumo 1967) la RNA pollmerasa 11 es Inhibida a bajas conconlraclones de "'-arnanitina. 

La o; amanltlna Inhibe todos los pasos de la reacción de la RNA pollrnerasa excepto la unión de la enzima con 

el DNA. La elongación de la cadena de RNA es lnmediatamenle parada cuando la 11-amanillna es adicionada 

(Jacob y cols.1970 a;Kedinger y cols.1970;Llndell y cols.1970).NI el DNA ni el RNA son liberados del complejo de 

transcripción RNA·enzlma·DNA (Mcllhac y cols.1974).Se desconoce a cual de las subunldadcs de la RNA 

pollmerasa 11 la o;-amanltlna se une. Chambon y colaboradores (Kedlngcr,Nurel y CHambon 1971; Chambon y 
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cols.1974a; Chambon 1974,1975) han propuesto un sistema de nomenclatura basado en las sensibilidades a la 

et·amanitlna de las RNA pollmerasas. La clase A es sensitiva, la clase 8 es extremadamente sensitiva y la e es 

moderadamente sensillve. 

Los estudios estructurales y funcionales de los genes de la RNA pollmcrasa 11 de levadura y sus 

productos han revelado que las tres subunldades más grandes están relacionadas con las subunldades de RNA 

pollmerasa procar1ólica y son responsables de la catálisis del RNA.Las tres subunldades más pequeñas son 

componentes esenciales compartidos lodos por los 3 RNA po/lmerases nucleares. Dos de las subunldades 

pequeñas restantes forman un subcornplejo disociable que Influencia la eílcioncla de la Iniciación de la 

transcrfpclón In vllro. 

Tres tipos de RNA pollmerasa DNA dependientes son encontradas en los núcleos de todas las 

células eucarlóllcas, cada una responsable de la síntesis de diferentes clases de RNA. Roeder y Ruller 

(Roeder. Ruttcr 1969) primero separaron las tres enzimas de mamlferos por cromalogralla DEAE· Sephadex y 

las llamaron 1, 11, 111 de acuerdo a su orden de eluclón mediante el incremento de las concentraciones de 

sulfato de amonio. 

la RNA pollmerasa 11 ha sido estudiada más extensamente que las otras RNA pollrnerasas 

nucleares, la crornatografia en columna ha sido usada para purificar la RNA polimerasa 11 a partir de un gran 

número de eucationles, Incluyendo : Saccharomyces (Sentenac 1985), Neurospora (Armaleo.&Gross 1085)., 

Acanlhamoaba (O 'Alesslo. y cols. 1979),Dlctyoslclium (Renart. y cols. 1985), Physarum (Smilh.& Braun 1981, 

Caenorhabdills (Sanford. y cols. 1985), Drosophila (Grvenleaf. Bautz 1975) Xenopus (Engclke. Shaslry. Roeder 

1983), timo da ternera (Klm. Dahmus 1988), Humanos (Freund. McGuire 1986). y en una variedad de planlas 

(Jendrtsek. y cols. 1976 ., Hodo. Blatll 1977). Las descripciones de los métodos estandard de purificación 

pueden ser encontradas en Senlcnac (1985) y las modificaciones que ofecllvamenle minimizan la proleóllsís 

han sido reportadas (Kim . Oahmus 1986. 1966). Los métodos Inmunológicos que han sido desarrollados 

recientemente penniten una rápida purificación de la enzima que es allamenle activa en los ensayos de 

transcripción In vllro (Thompson. y cols. 1989). 

las rnúlliples fomrns crornatogrlificas y electroforéticas de la RNA pollmerasa 11 son delecladas en 

preparaciones purificadas de la enzima. Estas formas difieren generalmente en la integridad del dominio 

carboxi-terminal y en In extensión en la que el DCT (Dominio carboxilo termina/) esla fosforilado (Allison. 

Moyle. Shales. Ingles 1985., Carden 1990). 

Propiedades Generales. 

La RNA poi/merase 11 purificada es capaz do llevar a cabo la síntesis de RNA dependienle de 

un molde de DNA en la ausencia de factores adicionales pero no es capaz de Iniciar de manera selectiva en 

los promotores. La RNA pollmerasa purificada puede ser dirigida para Iniciar la transcripción en sitios 
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Fig.7.Cromatograf1a de la RNA polimcraaa 110 de timo de 

ternera en varias etapas de purificacidn. Carril l marcador 

purificado por el 111étodo de Jlodo y Blatti (l!i'/7) ,carril 

2 RNA pol diluÍda con PCl, carcil 3 p~utilln disuelta 

en sulfato de amonio, carril 4 heparin- supharooe ,carril 

5, 6, 7 y I! corr::espondcn a fracciones tratados con !Jl::52, DEAE-51'111 

fenil- superosa y Mono Q respectivamente. 

(Tomado de Ki111 y Dahmus. l90H) 
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Fig.8. Subunidades de la RNA polimerasa II0,IIA 1 y IIB 

Las subunidades fueron resueltas en gel de poliacrilamida 

sos y el gal fue teñido con azul Coomasie. Carril l marcadores 

moleculares; fosforilasa b (97 000), albumina de suero 

de bovino (67000),ovoalbúmina (43000),anidrasa carb¿nica 

(30000) 1 inhibidor de soya de tripsina (20100) y alfa 

lactoalbJmina (14400). Carril 2 polimerasa purificada 

por el m'todo de Hodo y Blatti (1977), carril 4 RNA pol 

IIO ,carril 5 RNA pol IIA, carril 6 RNA pol IIB. Los n6meros 

en el margen izquierdo indican pesos moleculares y las 
subunidac.les d., la Rtl,\ pol est;Ín en el r.iargen derecho. 

(tomado de Kim y Dahmus. 1988) 
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el templado del DNA ( Yura y cols. 1979.,Clrnmberlin 1982.,Zilllg y cols.1976 ). La subunldad más grande de la 

RNA pollmernsa 11 eucarfonte lamblén parece estar Involucrada en la unión al DNA, corno lo sugiere el 

entrecruzamiento con luz ultravioleta ( Gundelfinger 1983., Chuang 1987 ). Varias caraclerisllcns de la RPB3 

(Proudfoot 1989) la tercera subunldad más grande de la polírnerasa de levadura y la subunidad de 100 Kd de 

la pollmorasn do E. coll sugloren que los dos pollpéplídos pueden ser homólogos parciales, tas dos 

subunfdades son similares en tamaño ( Kolodzlej et.al. 1989 ., Ovcl1innlkov y cols. 1977) en secuencia (sobre 

una porción de la molécula) en eslequimelrla ya que ambos parecen exlsllr en dos coplas en In molécula de 

pollmerasa y en sus aparenles papeles en el ensamblaje. RPB3 y alfa tienen 318 y 330 aminoácidos de 

longitud respecllvamonte, cuando las dos prolelnas estan alineadas hay un segmento de 25 aminoácidos ( 

residuos 29-48 en RPB3 ( Kolodzlej y cols.1989 ) ) en los cuales en 32% de los residuos son ldénllcos. La 

RPB3 y alfa juegan un papel primordial en el nucleado del ensamblaje da la enzima. 

Aunque las tres subunldades grandes de la pollmerasa 11 de eucarlontes comparlen muchas 

carocter/sl/cas con las tres subun/dades-núcleo da procnrlontos, la RPB1 tiene una caracterlslíca inusual qua 

no es compartida con su homóloga procarionte, ésta contiene el dominio carboxy-term/nal que consiste de 

múltiplos repeticiones de la secuencia consenso: TYR-SER-PRO-THR-SER-PRO·SER ( Allíson y cols.1965., 

Carden 1990) .El OCT os esencial para la viabilidad de la célula (Nonel y cols. 1967., Zelu/ng y cols. 1968 ), 

está altamente tosfori/ado en una porción sustancial de las moléculas de la polimerasa 11 en la célula ( Klm y 

cols. 1988., Kolodzlej y cols. 1990 ) y parece cslar involucrada en la respuesta a la acllvaclón de la 

transcripción de algunos promotores (Ali/son y cols. 1969.,Scafe y co/s. 1990). 

Las subun/dedes comunes RPB5, RPB6 y RPB8. 

Estas tres subunldedos son componentes cscenclales de todas las polímerasas nuclemes ( Woychlk y cols. 

1990) las protelnas RPB5, 6 y 8 con peso mo/eculéres aparentes deducidos de un SOS-PAGE de 27, 23 y 14.5 

Kd ( Senlenac 1985 ), llenen ta111a11os moleculaws p1onoslícados a partir de la secuencia de genes da 25, 18 y 

16 Kd respecl/vmnento ( Woycliik y cols. 1990 ). La movilidad aberranle de la prole/na RPB6 es 

aparentemente debida al hecho de que esta fosforllada ( Kolodziej y cols.1990 ). Un papel en la unión al DNA 

ha sido sugerido para la RPB6 sin embmgo la evidencia para ésto es indirecta ( Brean! y cols. 1983 .. Huel y 

cols. 1965 ). 

El subcomplejo RPB4/RPB7. Estas prole/nas con pesos aparentes deducidos de SDS-PAGE de 32 y 16 Kd ( 

Sentenac 1985 ) tienen !amanas moleculares pronosticados a partir de secuencias de genes de 25 y 18 Kd 

respecllvamente ( Woychik y cols. 1969 ). Estas dos protelnas parecen formar un subcomplejo dentro de la 

enzima que puede ser disociado a partir de una RNA polimerasa purificada bajo condiciones parciales de 

desnaturalización ( Dezelee y cols.1976., Edwards y co/s. 1991 ). Estas subunidades no son escenc/ales para 

la slntesls do RNAm In vivo, las células a las que les falla ya sea una ó dos de estas prolelnas son viables a 

temperatuas moderadas.Este subcomplejo influw.i:i la eficiencia do la Iniciación de la transc1/pclón selectiva. 



especlflcos usando cebadores (primers) y la habllldad de la enzima para extender las terminaciones 3 de los 

cebadores ha sido aprovechada para Investigar su elongación lntrlnseca y las propiedades de terminación ( 

Sawadogo. Sentenac 1990). La RNA pollrnerasa 11 sola puede catallzar el alargamiento de la cadena de RNA. 

El promedio de la velocidad de alargamiento " In vitro" ha sido estimado ser entre eo y 600 nucleólldos por 

minuto ( Kadesh. Chamberlln 1962., Coulter. Greenlear 1985). La velocidad de elongación puede sor 

lnnuenclado slgnmcatlvamente por la pausa transcrlpclonal (Sluder. Price. Greenleaf 1987). El pausado de la 

RNA pollmerasa 11 parece estar Involucrado en la terminación de la transcripción (Proudlool 1989). Los 

!actores adicionales pueden tener un papel en la regulación de la medida de la pausa , crr la velocidad de la 

elongación y en la terminación. 

Las Subunldades. 

Las RNA polimerasas eucarióllcas han sido tradfclonalmenle definidas como el juego do protelnas 

que copurifican, con la actividad lranscrlpcional en ensayos de iniciación de la transcripción no especlncos y 

la elongación con templados heterólogos. La RNA polirnernsa procariollcas estén compuestas do 3 

subunldades en la núcleo enzima (~~· u) y de un factor de especificidad ( a) ha sido definida por medio de la 

reconsllluclón a partir de subunldades purificadas y por análisis genético .(Chamberlln 1976., Yura 1979., 

Chamberlin 1982). 

La Arquitectura Molecular do la RNA potirnerasa 11. 

Tres carncterls\lcas de la RNA pollmerasa 11 estan conservadas en eucarlonles: primero, la RNA 

polimerasa 11 esta compuesta de 10-12 subunldades. Segundo, la enzima siempre contienen dos subunidades 

mayores con tarnaílos moleculares de aproximadamente 220 y 140 Kd. Finalmenle, la polimerasa conllene 

tres subunldades de 14- 28 Kd que también se encuenlran en las pollmerasas 1 y 111 en los organismos 

eucarlonles en donde la enzima ha sido estudiada. Eslos polipéptldos son llamados subunldades comunes o 

compartidas. 

Funciones y caracter!sticas de las subunidades. 

Las tres subunldades más grandes son responsables de la catálisis del RNA, hay tres subunidades 

más pequeñas que son compartidas por las polimerasas 1y111 y dos pequer,as que forman un subcomplejo que 

tiende a disociarse de la enzima y puede tener un papel en la Iniciación de la transcripción. Las dos 

subunldades más grandes de la pollrnerasa 11, RPB1 y RPB2 están claramenle relacionadas con la; 

subunldades más grandes de la RNA polimerasa de E. coll. ( Allison y cols. 1985., Sweetser y cols. 1987) Las 

dos subunldades grandes de procariontes y eucarionles son funcionalmente homológas. Cada una puede 

contener porciones del sitio catalítico para la slntosis del RNA, la subunldad bcla de E. coll puede unirse al 

DNA, sugiriendo que esta subunldad esta direclamente Involucrada en la Interacción de ta RNA polimerasa con 



Subunidades de la RNA polin1erasa II. 

Nomenclatuca 

RPBl 

RPB2 

RPB3 

RPBS 

RPB6 

RPBB 

RPl:l4/llPB7 

RPB9 

RPBlO 

RPBll 

RPB9 /Rl'llll Rl'B~ RPB4 RPBS RPBl 

RPBlO RPBB RPB7 RPB3 RPB22 

Caractecisticas de las subunidades de RNA pol II. 

Contiene el Dominio carboxltermlnal. 

Contiene una porcion del sitio catalitico para 

la sinteis de RNI\. 

lOOkd. Nucleudo para el ensamblaje de ld e11zl11¡¡¡, 

27kd.Se desconoce la funcion. 

23ku. Proteina fosforilada, jueya un importante 

papel en la unlon con el promotor en el DNI\, 

14.Skd.Se desconoce su funcion. 

25 y 18kd respectivamente.Complejo que influencia 

la eficiencia de la iniciacion de la transcripcion 

selectiva. 

12kd.Esencial para el crecindento de la celula a 

tomp!!raturas extremas.Contiene 2 cassetes do ds

teina que unen el Zinc. 

lOkd. Se dP.sconoce su funcion. 

12kd.Esencial parn la vialbilidad de la celula. 
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Las tres subunldades pequenas RPB9, RP810 y RPB11. La subunldad RPB9 llene un peso molecular deducido 

de SDS·PAGE de 12 Kd ( Senlenac 1985) y un tamono molecular pronosllcado de fa secuencia del gen de 14 

Kd,esta subunldad no es necesaria para fa catéllsls del RNAm pero es esencial pnra el crecimiento de la célula 

a temperaluras extremas y probablemente tenga algún papel en la eficiencia del Inicio de te transcripción. La 

RPB9 es Inusual entre las subunldades ye que conllene dos cassetes con repeticiones de clstelna los cuales 

pueden unir algo de Zinc que está asociado a la enzima ( Lewis, Burguess 1982., Solelman y cols. 1984., 

Lellke 1976). 

Le subnldad RPB10 llene un peso molecular oparenle deducido do SDS·PAGE de 10 KD ( Sentenac 1985) y 

un temaílo molecular pronosllcado de 5.4 Kd, esta subunldad es vital para la célula de levadura a pesar de que 

conlrlbuye solo con 46 residuos de aminoácidos de una enzima que conslsle de un tola! de 4329 residuos. La 

observación de que le banda en SDS·PAGE do 12.5 Kd puede ocaclonalmenle ser resuello como un doblete, 

dló al descubrlmlenlo de que RP89 comlgra con un segundo polipéplldo y esla segunda subunldad fue 

deslganada RP811 ( Edwards y col.1990 ). La RPB11 tiene un peso molecular pronosllcado por secuencia de 

gen de 14 Kd, la RPPB11 es esencial para lo célula de levadura viable, la RPB9 no. 

El análisis de la subunlded més grande de una diversidad de eucariotes llevó al descubrimiento de un 

Inusual dominio carboxy-termlnal que consiste en una serlo de repeticiones de la secuencia consenso Tyr-Ser· 

Pro-Thr-Ser-Pro-Ser (Corden y cols. 1985, Alllson y cols. 1985). Los análisis de mulaclones denlro de este 

dominio han establecido que un número mlnirno de repeliclones son esenciales para las runclo11es 'In vivo" de 

la célula (Nonct y cols. 1987, Alllson y cols. 1988, Zehrino y cols. 1988), Las células de rnamllcros contienen 

·dos formas de RNA polimerasa 11, designadas 110 y llA que dlnoren en la extensión de la fosforllaclón denlro del 

DCT (Klm y Dahmus 1986.Cadena y Dahrnus 1987). La RNA polirnerasa 110 eslá fuertemente fosforilada en 

relación con la fonna llA (Dahmus 1981. Cadena y Dahmus 1987). El marcado de foloaflnldad do la RNA 

pollmerasa 11 en sislemes de transcripción de células libres, ullllzando el promotor mayor tardlo de adenovlrus 

2 ( Bartholomew y cols. 1986) y núcleos aislados de células HeLa (Cadena y Dahmus 1987) Indican que la 

elongación de la cadena está catallzada prlncipalrnenle por la RNA polirnerasa 110. La conservación del DCT 

de la subunldad lla de levaduras a rnamlforos y los efectos letales de las mulaclones conlenldas en el exón 

que codlnca esto dominio surnlnlslra una fuerte evidencia de que el DCT es necesario para la lranscrlpclón de 

genes esenciales para la célula; se ha propueslo que el DCT lnleraclúa con olro componenle del aparato 

trenscrlpclonal, por vla de Interacciones protelna·prolelna, para ayudar directamente y orienlar a la RNA 

pollmerase 11 hacia el silfo de Inicio de la transcripción (Carden y cols. 1985. Slgler 1988). Tales lnleracclones 

podrlan ser mediadas en parte por la forforilación del DCT (Cadena y Dahrnus 1987). En el lrabajo de de 

Layboum y Dahmus (1989) se sugiere que la exlenslón de fosforllaclón del DCT cambie duranle la 

transcripción y que la fosforilaclón del DCT puede eslar Involucrado en la transición de la enzima desde la 

Iniciación hasle la elongación. De acuerdo a este modelo propuesto, la activación de la lranscripclón es 



RNA POLIMERASA II SUBUNIDAD 

Timo de ternera Ilo 

Ila 

Ilb 
IIc 

CÜula HeLa no 

IIa 

Ilb 
lle 

RADIO 
MOLAR 

0.30 

o.74 
l 
0.30 

0.57 
0.09 

l 

REACTIVIDAD 
RELATIVA 

DE ANTIC/mol 
subunidad 

0.28 

3.2 
0.85 

Tabla. 4 .Reactividad relativa del anticuerpo espec ifico 

contra !la de timo de ternera con las subunidades más 
grandes de la RNA polimerasa de timo de ternera y c~lulas 

HeLa. 
(Tomado deKim y Dahmus 1986. J.Biol.Chem.261,14219-14225.) 
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dependiente de la fosforilaclón del DCT de la subunldad lla, consecuentemente, la protelna clnasa que 

catallza esta conversión (de llA a 110) podrla sor un factor de transcripción csenclol. 

Las tres subespecles do RNA pollmerasa 11, designadas 110, llA y llB, han sido descritas , como anteriormente 

se menciona, en una gran variedad de células euc01ióllcas y muestran diferencias en el peso molecular de su 

subunldad más larga llamada llo, lla y llb rcspcclivamente. El trabajo de Klm y Dahrnus (Kim y Dahmus 1986) 

tiene como objetivo establecer la estructura molecular "In vivo" de ta RNA pollmerasa 11 en células de mamffero 

y examinar las condiciones que Influencian la estabilidad do los subespecles de la RNA polimerasa 11. Se 

utilizaron anticuerpos pollclonales ( preparados por Inmunización con enzima purificada oblenlendo 

anticuerpos especificos contra tas subespecles llA y llB a partir de un suero pollclonal de conejo) para 

determinar la concentración relativa de subunidades lle, lla y llb on extractos crudos de limo de ternera , en 

células cultivadas de rlílón de bovino y en células HeLa. Las células HeLa contienen casi exclusivamente RNA 

pollmerasa 110 ( Klm y Dahmus 1986) y el tejido de limo de ternera y las células de riñón contienen RNA 

pollmerasa 110 y llA. Los extractos celulares de timo do ternera fueron mantenidos (enejados) a 4° o a 37ºC y 

la estabilidad de la RNA pollmerasa tlO y llA determinada por blolllng de protelnas .En la presencia del 

amortiguador normalmente usado para la purllicaclón de la RNA pollmerasa, la subunldad llo desaparece do 

extractos de limo de ternera en 24 horas a 4° e o en 5 mln a 37ºC .La RNA pollmerasa lle es parclalmenle 

estoblllznda por la Inclusión do lnhlbldores do proteaso y cornplelarnenle eslabillzada por la presencia de altas 

concentraciones de EDTA y EGTA. Un incremento en Ja cantidad de agente reductor causa una reducción en 

la estabilidad dello. El anllcuerpo que es usado en este estudio ( Klm y Dahmus 1986) reacciona de manera 

cruzada con la subunldad lle ésto Implica un nito grado de conservación en los determinantes reconocidos por 

el anticuerpo. Es notable que el anticuerpo especifico contra lla, reacciona tres o cuatro veces mas fuerte con 

la subunldad llo y tres o cuatro veces menos fuerte con la subunldad lib. Este anticuerpo conlra lla reacciona 

más fuertemente con el DCT de las subunidades lle y lla. 

No hay reportes sobre las condiciones de estabilidad de la RNA pollmerasa lle en células HeLa. 

Choque Térmico (Heat Shock) y su respuesta. 

Los beneficios potenciales de Ja hipertermia (la exposición a altas temperaturas )en el tratamiento del 

canear humano ha sido reconocido ya en estos tiempos. El Interés desarrollado se basa en que la hipertermia, 

de manera opuesta a las radiaciones inactiva cclulas hlpóxlcas ( corno ocurre en los tumores) la hipertermia 

mata preferenclalmente a las células a bajo pH y por úlllmo, la hipertermia lnacllva la fase S de las células e 

lnleractúa slnerglstlcamente con las radiaciones (Harkedar 1976. Mlller y cols. 1977. Connor y cols. 1977. Sult 

1977. Dewey y cols. 1977 Overgaard y Bichel 1977). La mortalidad celular puede ser relacionada con los 
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37' 42' 
..... ¡.., 

70 .. -- --

Anexo.Arriba, inmunoprecipitaciÓn de la proteína ch t de 70kd humana. 
Las células HeLa y las 143B fueron incubadas a 42 e y colocadas a 

temperatura de cultivo por 2 horas. 

Abajo, detección de la proteína ch t de 70kd humana por ensayos de 

Western blot. 

(Tomado de Imperiale, ttun9-'l'eh Kao,F'eld111a11, Nevins, y Strickland. 

Molecular and cellular biolo':!y , Ma)' 1984.). 
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efectos del calor sobro la estructure de la protelna, los parámetros termodinámicos de la muerte hlpertérmlca 

so correlacionan con los parámetros termodinámicos de la desnaturalización de las proteínas (Rosenberg y 

cols. 1971). 

La termotolerancla es definida como la pendiente reducida de las curvas de sobrevivencla al calor 

después del condicionamiento ténnlco (Henle y Delhlelsen 1978), éste tipo de condicionamiento puede ser 

Inducido en células humanas cultivadas, o en células de hamster por un brevlslmo tratamiento a alta 

temperatura (44-45' C) seguido de un periodo de recuperación a 37'C (Gemer y cols. 1976. Henle y cols 1978). 

El efecto de la terrnotolerencla es el aumento hasta de 10 veces de Jos niveles de sobrevJvencia .En 1981 

Slater y cols. reportaron la Inducción de un grupo especifico de prolelnas p ch t'en células Hela, su Inducción 

requiere de un tratamiento breve do hipertermia (5 a 10 mln. o 45'C) y su slnlesls máxima se presenla después 

de 2 horas a 37'C. La función de estas p ch t (protelnas choque térmico) puede ser ta de mantener y reparar 

la homeostasJs celular después del tratamiento hlpertérmlco Inicial (Ashbumer y Bonner 1979).Gemer y cols. 

(1976) reportaron que después de un periodo de 60 mlnulos de hipertermia (44'C) las células Hela requirieron 

de 2 horas a temperatura de cultivo para el máximo desarrG!lo de Ja termololerancia. Henle y cols. (1978) con 

células de ovario de hamster chino (células CHO) enconlrnron que el desarrollo máximo de la termololerencla 

lamblén requerla 2 horas a 37'C después de un lratamlento Inicial efe 5 minutos a 45'C. Existen otros 

Inductores de la respuesta choque térmico; ha sido reportado (Johnslon y cols. 1980; Levlnson 1980) que una 

gran variedad de reactivos sulfldrilos, metales de transición y agentes quelantes Inducen las mismas protelnas 

que las que se presentan en el choque térmico en células de ave (libroblastos de pollo). El tratamiento de 

"células Hala con ars-.nlto de sodio parece ser el que tienen afecto similar al choque térmico ya que Induce las 

p ch t' de 100, 72,74 kd; los tratamientos con cadmio y cobre Inducen Ja slnlesis de las protelnas do 72-74 kd. 

La transcripción en células HeLa también es afectada por Ja hipertermia (Zieve y cols. 1977). A 

43'C el RNAt y el RNA SS, que son slnletizados por la RNA polimerasa 111, permanecen sin afectarse pero la 

slntesls de los RNA ribosomales es totalmenlc Inhibida lo cual Indica que la RNA pollmorsa es afectada on el 

desarrollo de su función. La respuesta choque térmico liene su origen en la transcripción (Ashburner y Bonner 

1979), aparenlemenle hay una adición de controles auxiliares para hacer efecliva la respuesta. La busqueda de 

.secuencias especificas choque térmico que pueden controlar la transcripción de Jos genes choque térmico fué 

exitosa al descubrirse que el gene de protelna ch t de Drosophila podla ser clonado y expresado en una 

variedad de células de organismos no relacionados (Corees y cols. 1981. Lis y coJs. 1982. Mirault y cols. 1982. 

Pelham y Bienz 1982 ). Trabajos subsecuentes definieron una secuencia conservada que se extiende de ·70 a· 

40 comente arriba en los genes ch 1, está localizada corrienle arriba de la caja TATA y ambas son necesaria 

para la respuesta choque térmico del gene . La secuencia consenso derivada del análisis de seis genes hsp de 

Drosophlla es CT-GM-TIC-AG ( 14 a 28 bases )·TATA, esta secuencia consenso contiene una de las 

muchas repeticiones Invertidas encontradas en esta región (Pelham 1982. Pelham y Blenz 1982). Existen dos 
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factores Involucrados en la transcripción de los genes ch t :el FTCHT, factor de transcripción de choque 

lénnlco, que se ha encontrado y que es requerido junto con el factor A (fFllA ) para acllvar la transcripción 

del gene hsp70, el factor FTCHT se une a la región de 55 pb, que contiene la secuencia consenso de ch t , 

comente arriba de la caja TATA y el factor B que junto con el HSTF se unen slmultanoamente al gene hsp70. 

El FTCHT de células no tratadas con color tiene actividad de enlace pero no de Iniciación mientras que en en 

células tratadas con choque térmico tiene ambas actividades y el factor B disminuye en su nivel de actividad 

de 5 a 1 O veces en éste tipo de células. De estudios de transcripción In vltro ha surgido un modelo en el cual el 

cambio de temperatura hace presente una disminución de la cantidad del factor B asl como la activación del 

FTCHTy la transcripción de genes ch ta nivel alto es comenzada (Parker y Topol 1964), El trabajo de Parker y 

Topol (1984) sugiere que la forma transcripclonalmcnte Inactiva del factor FTCHT en células nonnales puede 

ser un producto proteolltlco derivado de una forma activa existente en células tratadas con choque térmico. 

La exposición de células de una gran variedad de especies a un Incremento en la temperatura 

resulta en un aumento de la slntesis de varias protelnas las cuales han sido llamadas protelnas choque térmico 

o pcht. Este fenómeno ha sido llamado la "respuesta choque térmico o heat shock" y éste término es aplicado a 

exposiciones a qulmlcos como etanol, a lnhlbldores de fosforilaclón oxldatlva, a Infección por virus y a muchos 

otros que muestran la Inducción de las mismas protelnas y ésta respuesta ha sido observada en cada especie 

que ha sido estudiada. La respuesta choque térmico es universal y ocurre bajo una gran variedad de diferentes 

condiciones de estres. 

Las funciones de las protelnas ch l ha sido por mucho tiempo especulada y se asume que 

'estas protelnas protegen a la célula de los efectos del eslres. Los estudios in vltro han hecho posible ldentincar 

varias reacciones ATP-dependientes que Involucran a las p1otelnas parecidas a las pcht70 (las dos protelnas 

que más se sintetizan en células estresadas son las pcht70 y las pcht90), las protelnas que están 

relacionadas con las pcht70 y las pchl90 y cuya slnlesis está regulada por la falla de glucosa han sido 

localizadas en el retlculo endoplásrnlco, ésto limita las posibles funciones de estas prolelnas a pocos procesos 

metabólicos que toman lugar en este compartimiento celular. E. coll contiene una sola protelna pcht70 que es 

el producto del gene dnak (Bardwell y Cralg 1984), levaduras, drosophila y rnamlferos contienen una ramilla de 

protelnas pcht70 que llenen secuencias relacionadas; éstas protelnas se unen firmemente ni ATP y algunas 

de ellas comparten con la protelna dnak la capacidad de hldrolizarlo bajo condiciones apropiadas (Zillcz y cols. 

1965), Las tres protelnas principales parecidas a las pcht70, la pchl70, la hsc70 ( protelna cht análoga) y la 

grp78 (protelna originada por falla de alucosa), tienen distintas localizaciones intracelulares y patrones de 

expresión y constituyen Ja familia de las protelnas pcht70. Durante el choque téunico muchas protelnas 

nucleares llegan a ser Insolubles y son operaclonnlmente definidas corno parte de la matriz nuclear, ambas 

protelnas pchl70 y hsc70 migran al núcleo y se unen a la matriz de manera hldrofóbica. Subsecuentemente se 

concentran en el nucleolo donde se unen a los ribosornas parcialmente ensamblados (Welch y Suhan en 
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prensa); el nucleolo es muy sensible a los aumentos de temperatura pero se ha demoslrado que células 

lransfectadas con un plésmldo que produce pcttt70 aceleran su recuperación después de un choque !érmlco 

(Pelham 1984), éslo parece Indicar que una de las funciones de In prolefna pcht70 puede ser la reparación do 

prertbosomas daílados. El modelo basado en los estudios de Lewls y Pelharn (1985) propone que durante el 

choque térmico, las protefnas llegan a desnaturalizarse parcialmente exponiendo sus reglones hldrofóblces, las 

cuales Interactúan para formar agregados Insolubles; la pcht70 se une firmemente a las superficies hldrofóbfcas 

y limita tales Interacciones promoviendo la disgregación, entonces usa la energla de la hldróllsls del ATP para 

liberarse a si misma de su sustrato sufriendo un cambio conrormaclonat en el proceso; tal cambio puede 

deformar a la prolelna a la cual la pcht70 está enlazada de esla manera hace frágiles sus lnleracclones con 

olras protelnas. El sustrato liberado será capaz de replegarse a su forma pre-clloquo y Ja repetición de este 

ciclo podrla resultar en la reparación de grandes es!rucluras como el nuctcolo. 

cuando las células son expueslns a una variedad de estreses del medio ambiente, tal como el choque 

térmico, ta slnlesis de protolnas choque ténnlco es Inducida (Llndquls! y Cralg 1988). Algunas do las protelnas 

de choque lóm1lco han sido altamente conservadas durante la evolución y son protclnas que ocurren da 

manera abundante en la célula . Aunque las funciones exactas no son claras aún, su papel de chaperonas 

moleculares ha sido postulada (Ellis y Van der Vies. 1991; Gethíng y Sambrook. 1992).Las chaperoninas son una 

clase mayor de chaperonas moleculares que consisten de la chaperonina 60 (lamblén conocida como Gro EL, 

la protelna choque lermico 60 y ribulosa P, la subunldad de unión de la proteína carbox/lasa) y la co· 

chaperonlna, chaperonina 10 (tambien conocida como Gro ES)(Hemmingsen y cols. 1988).Muchos reportes 

' han descrito la función do la chaperonlna en la plegabllldad de las protelnas en los estados químicamente 

desnaturaliznntes (GoloublnoU y cols. 1989. Lamine! y cols. 1990. VJitanen y cols. 1990, Buchner y cols. 1991. 

Mendoza 1991, Badcoe y cols. 1991. Martin y cols. 1991. Taguchl y cols. 1991. Langer y cols. 1992). Como se 

mencionó antenonnento, las chaperonlnas son prole In as choque termlco y por esto, el erecto de la chaperonfna 

en el proceso de desnaturalización por calor do olrns protelnas siguió siendo Investigada en detallo (Pelham 

1986).Recienlemente ha sido enconlrado que Gro EL suprime la agregación de alfa-glucosidasa !ralada con 

calor y la acelera con una reaclívaclón dependiente de MgATP In vílro (Holl-Neugebauer. 1991). También Trent 

y cols (Trente y cols. 1991) reportaron que una chaperonlna arqueobacterlal homóloga a TF55 de Sulfolobus 

shibatae une prolelnas desnalurallzadas por calor. Previamente Taguchl y Yoshida (1991) reportaron que una 

chaperonlna de una bacteria termofilíca (chaperonlna lhermus) es purificada como un complejo binario de 

chaperonina 60 y chaperonlna 10 y mueslra habilidad para facilitar el plegamiento de varías enzimas 

termollllcas (Tagucht y cols. 1991. lshll y cols. 1992). Las chaperoninas no se desnalurnllzan y son estables 

hasta rnés arriba de los ao•c. El estudio previo de Tagushl y cols. (1991) y el reporte de Taguchl y cols (1993) 

sobre la función de las chaperonlnas sugieren que la chaperonlna se une a lnlermedíarlos plegables los cuales 

ocurren durante el plegamiento del estado quirnlcamente desnaturalizanle y el complejo entre la chaperonlna y 
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'frdttsccipción 11or111u l de len genes 

khoque termico a 45ºC 

]Mecanismo celular y transcripción 

detenidos 

de 

l
se activan los promotores para las protcÍnas 

ch t o d1.> las chapcroninas y de los lp* 

l Se reconoce la secuencia consenso para pcht 

lse comienza la transcripción de las primeras 

chaperoninas y los lp 

genes 

J Se en1piezan a formar complejos de chaperoninas

intermediarios-RNA polimersa para protejer a 

a esta última 

! Protección de estructuras importantes y 

conylomerados proteicos por complejos de 

chaperoninas-intermed iarios-pcoteínas na ti vas 

i~lejos que se distribuyen por todos los 

co111partimientos celulares 

! Tern10tolerancia 

E'ig.9. Modelo para la respuesta Choque •rérmico. 

En este modelo, basado en la información aqui expuesta, se esquematiza 

la respuesta a nivel transcdpcional. 
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Jos Intermediarios plegables es estable de alguna manera en la ausencia de MgATP. La chaperonlna puede 

reconocer y unirse a una estructura proteica en especial la cual ocurre durante le desnaturalización por calor. 

Los Intermediarios de desnaturalización capturados por la chaperonlna retienen la habilidad de recuperar la 

plegabllldad cuando son puestos en optimas condiciones con MgATP. Se puede concluir en base a Jo reportado 

que sin chaperonlnas las estructuras proteicas no tienden a recuperarse. Los lntennedlarlos plegables son 

capturados por las chaperonlnas, una vez capturado, et Intermediario es protegido de la desnaturalización 

Irreversible hasla que la chaperonlna misma es colapsada por el calor. Los chaperonlnas protegen a los 

Intermediarios plegables léblles al calor, pero no a las protelnas nallvas. 

Las pequenas protelnas cht tienen una masa molecular entre 15 y 30 kd, son estructuras ollgomérlcas de 

cerca de 32 subunldades, correspondiente a una masa molecular de 800 kd (Jakob, Gaestel, Engel y Buchner 

1993). Estén presentes en el cltosol de la mayorla de las células y tejidos aún en la ausencia de los rectores de 

estres tal como las elevadas temperaturas. La reglón e-terminal de las protelnas del cristalino, alra·B·crlstallna, 

es homologa a las pcht sobre el nivel de secuencia; ya que otros miembros de la ramilla de protelnas estres 

están Involucradas en Ja rormaclón y mantenimiento de la estructura proleica ambos bajo condiciones 

fislologlcas y de estres; en analogla a la contraparte humana, las chaperonas moleculares parecen Impedir las 

Interacciones Ilegitimas entre diferentes cadenas de polipéptldos duranlo el proceso de formación de las 

estructuras o sobre el desdoblarnlenlo bajo condiciones de choque térmico sin ·parte apropiada de la estruct~ra 

final. Recientemente se ha demostrado que tamblen la ramilla de las protelna cht90 (Hsp90) pertenecen a la 

clase de chaperonas moleculares, estas proteínas Impiden la agregación de elementos extranos durante el 

"replegarnlento y se mantienen la dependencia del ATP (Wlech y cols. 1992). 

Poco se conoce sobre el efecto del choque térmico en la RNA pollmerasa JI , sobre el erecto en los cultlvos 

celulares y su morfología. 
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Objetivos Generales : 

1.·Anallzar las condiciones de eslabllidad de la RNA pollmerasa 110. 

2.·Anallzar el ereclo del Choque Térmico sobre la eslabllidad de la RNA pollmarasa 110. 

Objellvos especlficos: 

1.·Conocer las condiciones y el comportamlenlo de la RNA pollmerasa 110 anle los amortiguadores usados 

noílllalmente para su delecclón. 

2.·Conocer el comportamlenlo de la enzima anle el amortiguador preparado para su eslabllidad. 

3.·Conocer el comportamiento de la enzima anle el amortiguador preparado para su degradación (proceso que 

llamamos aftejamlento) a lemperatura de 4°0,25'0 y 37°0. 

4.·Conocer el comportamlenlo y la eslabllldad de la enzima anle el choque lérmlco en células HeLa. 

5.·0bseivaclón de la morfologla de culllvos de células eucarlóllcas después del choque lérmlco. 
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ESTRATEGIA EXPERIMENTAL. 

Para cubrir el primer objetivo general se realizaron extraclos lolales de células HeLa en los 

slgulen!es amortiguadores : 

Ali de conlrol: Tris· HCI pH 7.9 2M, 2 mM KCI, 2mM MgCl2, 2 mM EDTA de un slock 0.5mM, 

12.5% Glicerol, 2mM P- me, 8.7 PMSF. 

E de estabilidad : Tris HCI pH 7.9 50mM., EDTA 2mM , EGTA 2mM, gllcerol 12.5 %, DTI 

0.5mM. PMSF 2mM. 

Ali' de degradación o Ali' de aílejamlento: Tris HCI Ph 7.9 50mM, EDTA 2mM, EGTA 2mM, 

gllcerol 12.5%, DTI 5Mm, PMSF 2mM. 

Dichos extraclos se manluvleron por diferenles tiempos a lemperalura amblenle (25°C), a 

lemperalura de 37ºC o a 4°C (oílejamlenlo). 

Posleriormenle se mlg raron eleclroforélicamenle en geles de pollacrilamlda SDS ,las prolelnas 

se lransferirleron e fillros de nilrocelulosa y se realizaron en ellos la lnmunodetecclón con 

anticuerpos pollclonales dirigidos conlra la RNA pollmerasa 110. 

Para realizar el segundo objetivo general los cultivos celulares se sometieron a un choque 

lérmlco a dlferenles tiempos a 45ºC y se prosiguió con los Usados celulares y con el mélodo 

usual de Westwem blol. A algunos culllvos además de ser tratados por hipertermia se tes 

administró un periodo de recuperación a temperalura de culllvo , los tiempos esluvleron dados 

por las condiciones del experlmenlo. 

Posleriormenle se migraron eleclroforétlcamenle en geles de pollacrilamida SDS, las prolelnas 

se lrnnsfirleron a fülros de nilrocelulosa y se realizaron en ellos la lnmunodclecclón con 

anticuerpos pollclonales dirigidos conlra la RNA polimerasa 110. 

Los esludlos de la morfologlo celular fueron llevados a cabo colocando los cultivos despuós del 

lralamlento hlpei1érmlco en el microscopio (microscopio Invertido de conlras!e de foses modelo 

IMT2 ) y folografiados. 
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MATERIALES. 

Los materiales y reactivos requeridos para este trabajo son: 

Lineas celulares. 

Células HeLa derivadas de un carcinoma de cervlx humano CCL 2·ATCC. 

Células CV·1 P derivadas de rlnón de mono CCL70·ATCC. 

Células PK·15 de riMn de cerdo. 

Material para el culllvo de células. 

Medio Eagle Modificado (Dulbeco) de Laboratorios Gibco (EUA). 

Suero fetal de ternera y de caballo de Laboratorios Gibco (EUA). 

Cajas Petrt para cultivo de 60 y 100 mm de diámetro de Costmar y Folcons Labs. 

Penicilina G sódico crtstallna, y sulfato de estreptomicina de Farmacctlca Lakeslde (México). 

"Reactivos. 

Nitrógeno lfqulao. 

Pollacrilamlda. 

sos. 
Metanol,ácldo acético. 

Filtros de nitrocelulosa. 

Papel Whatman 3MM 

Anticuerpo de conejo contra RNA pollmerasa 11 de timo de ternera purificada. 

Albúmina bovina. 

protelna A. 

I· 125 de Ameraham . 

EGA·pac. 

Pelfcula Kodak X·Omat AR para rayos X. 

Pantalla lntenslncadora Dupont Cronex Llghtnlng-plus. 

Solución de lodogen. 
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Clororormo. 

Nitrógeno gaseoso. 

2-mercaptoetanol. 

Columna de 0.75x15 cm de Sephadex G-10. 

Trietanolamlna- HCI. 

Rollo de pellcula de 35mm pera Impresiones en papel. 

Preparación de soluclones, Amortiguadores y Medios. 

Todas las soluciones y los amortiguadores fueron preparados con agua bldesllleda estéril ( autoclave a 22 

libras /cm de presión, 12o•c,20 minutos) y las soluciones que no pueden ser esterlllzadas en autoclave ruaron 

esterilizadas ullllzando membranas milllpore para nitración (GS de 0.22 um). 

MEDIO DULBECO. 

El contenido de un paquete comercial se disolvió en 890 mi do egua bldesllleda estéril, se le adicionó 3.7 gr. de 

bicarbonato de sodio y 3.5 gr. de dextrosa, con co gaseoso, pH 7.4 y se esterilizó por filtraclón. Pera ullllzarlo 

para células 293, CV-1P y PK-15 se le adiciona el 10% de suero neonato y 1% de solución de anllblótlcos 

(penicilina-estreptomicina). Para células HeLe, CV-1P, y PK-15 se le adiciona 10% de suero retal de caballo y 

solución de gentamlclna a una concentración de 50 mglml. 

SOLUCION DE PENICILINA-ESTREPTOMICINA 100x. 

5 millones de unidades de penlclllna G sódica y 5 gr. de estreptomicina se disolvieron en agua bldeslllada 

estéril, y se aroraron a un lllro para ser después fillrados (filtros mlllpore). Se almacenó a -20ºC. 

SOLUCION DE TRIPSINA 0.05% Y EDTA 0.02% ( 1000ml). 

Se disuelven los siguientes reactivos: NaCI 8gr, Dextrosa 1gr, NaHCO 0.58gr, Trlpslna 0.5 gr, EDTA 0.2 gr, 

rojo de fenol al 0.5% 0.5ml. Se ajustó el pH a 7.4 con HCI 0.1 N. Se esterilizó con nllro y se almacenó a ·20°C. 

AMORTIGUADORES: 

Amortiguador Ali (Control): 

Trl-HCI pH 7.9,EDTA 2mM, 6.25 mi Gllcerol,EGTA 2 mM, PMSF 2mM. 

Amortiguador E: (Estabilidad) 

Trls-HCI pH 7.9 50 mM,EDTA 10mM,EGTA 10mM,gllcerol 12.5%,PMSF 2mM. 

Amorllguador Ali • (Degradación o añejamiento): 
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Tris·HCI pH 7.9 ,50 mM, EDTA 2mM, EGTA 2mM, gllcerol 12.5%, DTI 5mM, PMSF 2mM ,0.1% P·Me. 

Solución de Coomasle: 

Metanol 45%, ácido acético 9%, azul brillanle de Coomasle R250 0.25 %. 

Solución WB (de lavado): 

Trts·HCl 10mM pH 7.4, Trilón X-100 0.5%, sos 0.2%, NaCI 150mM. 

-.. 

Para este trabajo se utilizó el microscopio Invertido de conlraste de fases modelo IMT2 Olympus optlcal Co .. 

·,. 
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METODOS: 

Amortiguadores. 

Cultivo de Células Hela. 

Las células Hola (derivadas de un carcinoma de cervlx humano) fueron crecidas en rnonocapa, en medio 

esencial mlnlmv (MEM), suplementado con 10% de suero fetal de ternera, 1% de antibióticos. Las o(lulas se 

crecen hasta confluencia y se resiembran en cajas p-100 con aproximadamente 10 rnlllones de células o en 

cajas p-SO con aproximadamente 6 millones de células. Se crecieron en la Incubadora en atmósfera 

conteniendo 10% de bióxido de carbono a 37'C. 

Estas células fueron utilizadas para los ensayos de estabilidad y de Choque Térmico retirándoles el medio y 

resuspendiendo en los amortiguadores de control, de estabilidad o de enejamlento, allcuotando y congelando 

después de los periodos y la temperatura que se especinca en cada experimento. 

Culilvo de células CV· 1 P. 

Las células CV-1P (derivadas de rinón de mono) ruaron cuillvadas en monocapa en medio esencial mlnlmo 

(MEM) modificado por Dulbeco (Medio Dulbeco) suplementado con 10% de suero de ternera y 1 % de 

penicilina eslreptomlcina (PE) concentración 1X en cajas p-100. Las células crecen hasta confluencia y se 

resiembren en cajas p-100 con aproximadamente 10 millones de células o en cajas p-60 con aproximadamente 

6 millones de células. Se crecieron en Incubadora en atmósfera conteniendo 10% de bióxido de carbono a 

37'C. 

Estas células se utilizaron para el análisis de la rnorlologla después del Choque tém1ico colocándolas por 

diferentes peliodos en un bano a 45'C y colocándolas en el microscopio para fotografiarlas. 

Cultivo de células PK-15. 

Las células PK-15 ( derivadas de rinón de cerdo ) fueron culiivadas en monocapa en medio esencial rnlnlmo 

modificado por Dulbeco suplementado con 10% de suero felal de ternera y 1% de PE concentración 1X en 

cajas p-1 OO. Las células crecen hasta confluencia y se resiembran en cajas p-1 oo con aproximadamente 1 o 

millones de células o en cajas p-60 con aproximadamente 6 millones de células. Se crecieron en Incubadora 

con atmósfera conteniendo 10% de bióxido de carbono a 37'C. 
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Estas células se ullllzaron pare el análisis de la rnoñologla después del Choque Te
0

rmlco y se colocaron en un 

bafto a 45'C durante dllcronfes periodos y se colocaron en el microscopio para rotograflartas. 

Westem-blot. 

Geles de pollacrliarnlda ·SOS. Se utiliza fa metodologla descrita originalmente por Laemmll (1970). El gel se 

hace en gradiente lineal de 5-17.5 % de acrliamlda. Allcuotas de 100 ¡ti son colocadas en cada cerril. Los geles 

se corren a 60-70 volts durante la noche 6 a 22 mA hasta que el colorante alcanza el borde del gel. Los geles 

se trnen con azul de Coomasle (metano! 45%, ácido acético 9% , azul brillante de Coomassle R250 

0.25%,ácldo acético 7.5%) como lo describe Wray et. al. (1981) generalmente durante un dla, tiempo 

necesario pare obtener un rondo clmo en el gel. 

Transrerencla de protolnns a nitrocelulosa. El gel de poliacrilamlda SOS se equilibre en amortiguador de 

transrerencla (método de Towbin y cols. 1979) durante 30 minutos con dos cambios de amortiguador. El íiltro 

de nitrocelulosa se remoja en el mismo amortiguador durante 10 a 15 minutos. La transferencia se realiza con 

el filtro de nitrocelulosa y et gel en medio de 2 papeles Whatman 3 MM. El flliro se coloca siempre del lado del 

ánodo(+). La transferencia se Inicia con un voltaje de 150·200 volts (400 mA); cuando la corriente llega a 900 

mA, se reduce el voltaje lo necesario para mantener la corriente entre 700 y 900 mA, durante el resto de la 

transferencia (5 horas) on el cuarto frlo. 

lnmunodelecclón de protelnas. El filtro do nitrocelulosa de Incuba a lemperalura amblenle toda la noche en 

solución WB (Tris·HCI 10 mM pH 7.4, Tritón X-100 0.5%, sos 0.2%, NaCI 150 mM) con 3% de albúmina 

bovina (bloqueo). Al terminar el bloqueo, se Incuba el filtro con anlicuerpo de conejo conlra RNA polimerasa JI 

de timo de ternera purificada, en WB con 1% de albúmina durante 3 horas. El filtro se lava posteriormente 3 

veces con WB (10 mln para cada lavado). 

Marcaje con 1·125. 

El filtro se Incuba nuevamente en WB (conteniendo 1 % de albúmina bovina), durante 2 horas con Prolelna A· 

125 1 (1.5 cpm) . Después de esta Incubación se lava el fillro durante 1 hora con cuatro cambios de WB. El 

filtro se deja secar a temperatura ambiente, se envuelve en EGA-pac y se expone con pellcufa Kodak X-Omal 

AR para rayos X. La placa, junto con la pantalla Intensificadora Duponte cronex Llghlnlng·Plus, se mantiene a· 

BO'C, el tiempo necesario antes de ser revelada. 

49 



Yodaclón de protelna A. La yodaclón se realiza en un volumen final da 0.3 mi en trletanolamlna-HCI 50 mM pH 

8.0. Se usa 1 mCI de 125 1 y 5 mi de una soluclón de Protelna A Smo/ ml(Pharmacla). La mezcla protelna· 

yodo se transfiere a un tubo de vidrio ("soda lime") al cual previamente se agregan 20 µ1 da solución de 

lodogen (Plerce Chem. co. ) (1.8 ~g /mi de cloroformo) que so evapora con nitrógeno gaseoso tratando de 

dejar una monocapa en la parte Inferior del tubo. La mezcla protclna-yodo se Incuba 15 mln en hielo y se 

transfiere a un tubo conteniendo 5 ¡ti de 2· mercaptoetanol, para detener la reacción. La mezcla se aplica a una 

columna de 0.75 x 15 cm conteniendo Sephadex G·10, equilibrado en trletanolamlna· HCI 50 mM (pH B.O), se 

colectan las fracciones ( 1 mi) y se utiliza uno allcuota do 2¡tl para determinar la radiactividad Incorporada, en 

un contador de radlaclivldad gama; la proteína A marcada se recupera generalmente entre las fracciones 5 y 7. 

Preparación de las muestras. 

Las c~lutas HeLa son crecida en MEM (como se describe anleriormente), al llegar a ta confiuencla las cajas p-

60 son colocadas en hielo y se les retira el medio. Se lava la monocapa con Jos amortiguadores de control , de 

establlldad y de aílejamlento ( cada uno de estos amortig~•adores se usa según el experimento a reallzar) se 

raspan las cajas y se atlcuotan ( aproximadamente 300¡tl para cada allcuota ) colocandolas a 4'C o a 37' e 

por el tiempo determinado según el experimento a realizar y se preparan para ser colocadas en el gel de 

potlacrilamlda. 

Tratamiento Choque Térmico (Haat Shock). Las cajas p-60 a conlluencia se coiocan en un horno quo 

previamente se ha puesto a 45' c. Se dejan ahl por el tiempo determinado por el experimento a seguir. Las 

células ya tratadas se raspan y alicuotan para ser congeladas en nitrógeno llquldo Inmediatamente. Las células 

qua se someten a tiempos de recuperación so colocan a temperatura de cultivo (37'C) durante el periodo da 

tiempo según el protocolo del experimento. 

Para la ~ltlma parte da este trabajo so colocan las cajas como anteriormente se describe en tratamiento 

hlpertérmlco e Inmediatamente después del choque térmico se colocan bajo el microscopio y se toman las 

rotograr(as. 
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RESUL TAO OS. 

Este trabajo se realizó en dos partes, la primer parte osté basada en el estudio de Klrn y 

Dahmus sobre las condiciones de eslabllldad de la RNA polimerasa 11. En esla parte se 

muestran los resultados de las condiciones In vitro ,condiciones que Involucran diferencias en 

los amortlaguadores, cambios en la temperatura y diferentes periodos de tiempo, en las cuales 

la pollmerasa penmanece estable. 

En la segunda parto del trabajo so presento al choque térmico como una condición do 

tensión que logra desestabilizar a la enzima; la condición hlpertérmlca de desestabilización de 

la pollrnerasa 110 ,subunldad llo,lnvolucra dllerentes periodos de tiempo y dos temperaturas. 

La RNA pollmerasa, de acuerdo con el trabajo de Zawel y Relnberg (Zawel y 

Relnberg, 1993) es uno de los siete factores (llA, 118, 110, llF, llH, llG, llE, llJ) sin el cual el 

proceso de transcripción en su elepa de Iniciación y la elongeclón no so llevarla o cabo. Cuando 

la enzima se Integra al complejo de prelnlclaclón lo hace en la fonma llA ( subespecle llA que 

tiene el dominio carboxl-tenmlnal sin fosforllar) y con ayuda de una clnasa pasa a la forma 

fosforllada 110 para comenzar la elongación Interactuando directamente con los factores Sii y 

TFllF (Saltzrnan y Welnnman. 1969).EI patrón electrofóretlco de la RNA pollmerasa 11 de limo de 

ternera o de hfgado de rata bajo condiciones nallvas reveló varias bandas. En 1974 Kedlnger y 

cols. (Kedlnger, Glsslnger y Charnbon. 1974) reportaron que la cleclroforesls do cada banda en 

la presencia do SOS reveló que las bandas contienen polipéplldos ldénllcos excepto por el més 

grande, el cual varia de 160 000 a 240 000 d. NI el aílejamlento deliberado del extracto crudo ni 

el uso da un lnhlbldor de proteasas corno el PMSF tuvo efecto sobre la estabilidad y la canlldad 

de las diferentes formas de la enzima. Por esto Infirieron que la helerogeneldad y la eslabllidad 

no era debida a la proteollsls duranle la purificación de la enzima. Inversamente en levaduras el 

uso de PMSF y el cuidadoso conlrol del pH para minimizar la activación de las proteasas se 

juzgó necesano para la detección de una subunldad mayor no degradada. Kim y Dahmus en 

1966 realizaron un análisis lnmunoqulrnlco de la pollmorasa de las subespecles 110 y llA (forma 

fosfonlada y dcsfosforilada respectivamente) en el cual reportan que la polirnerasa 110 es 

estabilizada por la Inclusión de lnhlbldores de proteasas y ollas concenlrociones de EDTA y 

EGTA. 

Prosiguiendo con las condiciones que desestabilizan a la enzima Gallglio y cols en 1967 

hacen un estudio sobre las modificaciones de la subespecie 110 después do la lnlecclón viral 

(condición de estrcs) (Rangel y cols. 1967) reportando que la infección de células HeLa con 

pollovlrus resulta en un drásllco decremenlo de la transcripción de la célula huesped. Estos 

lnvesllgadores analizaron la distribución de la RNA pollmerasa 110 antes y después de la 
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Infección viral. Los anéllsls de Ja enzima libre y ligada a la cromollna Indicaron que hay una 

slgnlncallva reducción en la RNA pollmerasa 110 después de Ja Infección y concluyeron que Ja 

Inhibición lranscripclonal del huesped Inducida por el pollovlrus ocurre o nivel do Ja Iniciación do 

la cadena e Involucra alguna modificación o deseslabilizoclón do la RNA poilmerasa JI. En 1988, 

eSlos mismos lnvesllgadores (Rangel y cols.1988) logran eslablllzar la enzima después de Ja 

Infección de pollovJrus. El ereclo de la clclohexlmlda en Ja deseslabilizaclón Inducida por 

pollovlrus de Ja RNA polimerasa rué lnvesllgada. La Inhibición de la slntesls de prolelnas, en 

periodos secuenciales durante la replicación viral (condición de tensión para la célula) Impide Ja 

modificación de Ja RNA pollmerasa unida a Ja cromatina. Més aún, la Inclusión de Zinc a una 

concentración que Inhibe el proceso de proteóiisls poslransduccional de la pollprolelna viral 

también evila la desestabilización de Ja RNA pollmerasa 110. 

Estabilización de Ja RNA polimerasa 110 subunldad llo. 

La Inclusión de ogenles quolanles (EDTA y EGTA) logra eslobllizar In vilro a Jo 

enzima RNA pollmerasa 110 asl como Ja Inclusión de agenles reduclores (DTT y fl -Me) logra 

desestabilizarla de manera que disminuye su movilidad eleclrolorétlca y llega a modificarse de 

manera que el anticuerpo no logra reconocerla,como se mueslra en los siguientes resu/lados. 

Las temperaturas utilizadas fueron las de 4',25' y 37°C. 

Los lisados tolales fueron tralodos con amortiguador do eslabllidad (alla 

concenJraclón de EDTA y EGTA) y con amortiguador de aílejamlenlo ( DTT y bela·Me) para 

conocer el comportamiento do Ja enzima; En Ja primer condición de estabilidad se aprecia poca 

diferencia con respeclo al conlrol y en la segunda condición so nolo uno pcqucna 

desestabilización de la enzima que se refleja en una banda poco uniforme con respeclo al 

control (fig 10.carril 1 y 2 ). Las bandas que aparecen y que tienen peso menor con mayor 

movilidad eleclroforéllca no son de Importancia en esle trabajo ya que eslá enfocado a Ja forma 

110 ,subespecle llo, de la RNA polimerasa JI y el anllcucrpo logra reconocerlas ya que es un 

anticuerpo pollclonal. 

Como no se enconlraron diferencias lmportanles a tiempo cero so recurre a 

cambios en el tiempo con Ja misma lemperalura de 4°C. 

Los culllvos celulares fueron lralados con amortiguador de eslabllidad y con 

amortiguador de aílejamlenlo o degradación por 48hrs o 4'C. En la prlmer condición se nola 

cierta Irregularidad en Ja banda proleica de Ja llo con respeclo al conlrol, y en Jo segunda 

condición se aprecia una banda proleica més ancha que denola una deseslablllzaclón de Ja 

enzima . La aparición de Ja banda de menor peso (flg. 11 carriles 1 y 2 ) podrlo deberse a una 

proleollsls de Ja enzima al deseslabilizarse su eslruclura duranle las 48 horas que esJá en 
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conlaclo con el amortiguador do ai1ejamlenlo, estas uandas no pc1lcnecen a las subunldades lla 

ni llb y llenen un peso molecular de 200 Kd. 

Posleriormenlc se realizó un experimento en donde se coloca el control a 

!lempo cero y la condición de degradación o anejamlenlo por 48 horas a 4'C mostrando una 

diferencia marcada enlre las dos bandas prololcas, ya que la banda anejada es extensa , ocurrió 

un aumento en su movilidad eleclrororéllca, bajando, demostiando que esta condición 

desestabiliza a la enzima en su forma llo. (Resullado no mostrado). 

Como la enzima se mostraba hasta cierto punlo estable a 4'C , se decidió 

trabajar con una lemperaluro mas ella, a 25'C ya qua es la lemperalura a la qua se trabaja 

normalmente en el laboralorlo y esla lemperalura podrla areclar la estabilidad de la enzima. 

Los culllvos celulares se lisaron en amortiguador de degradación y se realizó una clnéllca de 

anejamlenlo con dlrerenles Uempos. Lo que se aprecia en el siguiente resullado (rig.12) es que 

la banda proteica con respecto al control se va desplazando hacia los 214 kd sin llegar nunca a 

cambiar de llo a lla ( no llega nunca la acción del amortiguador a desrosrorilar a la llo) y a las 48 

horas es notorio el aumento de la movilidad eleclroforélica de la banda proteica de llo con la 

consiguiente apartclón a partir de las 24 horas de una banda de prolelna con un peso de 200 kd 

que denota una posible proleólisls y una desoslabilización en la estructura de la enzima que no 

llega a tener ,como se dijo anlerlonnenle,el peso della de 214 kd ni el de llb de 180 kd. 

A esta temperatura se puede trabajar con la enzima hasta 2 horas sin 

que se produzca una degradación slgnlrlcallva (carriles 1-4 de la rig. 12 ). 

Siguiendo el trabajo do Kim y Dahmus (1986) que reporta que la 

subunldad llo de la subospccie 110 de limo de ternera "desaparece" a los 5 minutos a 37'C con 

amortiguador de añejamiento, y lomando en cuenta que esla temperatura: a) es la temperalura 

de culllvo en la cual se crecen la mayorla de los culllvos celulares eucarlontes, b) es uno de los 

parámetros que más se acerca a las condiciones "In vivo" en que se lleva el proceso de 

transcripción, e) es la temperatura límile a la cual se puede trabajar con la enzima ya que un 

aumento de este parámetro causarla la dcsnaluralizaclón. 

d) con este grado de calor se abarcan lodos los rangos de temperatura a la que se puede 

trabajar con la RNA polimerasa y e) es a esla temperalura en la que la pollmorasa se encuentra 

lnlegmmenle acllva y en pleno runcionamlenlo, encontrándose pcrreclamenle delimitados las 

formas llA y 110 ;se trabajó lralando los Usados celulares totales con amortiguador de estabilidad 

y con amortiguador de 011ejam/enlo (tiempos 5,15,45 y 60 mln.) a 37ºC . En los resultados que 

se muestran se aprecian diferencias nolables en la eslabllldad de la enzima con respecto al 

control. La primer condición, amortiguador de estabilidad por 5, 15,45 y 60 mlnulos, muestra 

cierta eslabilldad de la enzima hasla los 45 min, tiempo en el cual el anlicuerpo comienza a 

tener problemas para reconocer a la enzima y ya no la reconoce a los 60 minutos ; la segunda 
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condición, amortiguador de degradación o a11ejamlento por 5, 15, 45, y 60 minutos, muestra que 

la enzima ha sufrido una desestabilización total y el anticuerpo es Incapaz de reconocerla • A 

esta temperatura se encuentran les mayores modificaciones estructurales de la poflmerasa llo, y 

se puede trabajar en ella hasta los 15 minutos sin afectar la estabilidad de la RNA pollmerasa 

110 subunldad 110. 
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Fig.10. Inmunodetecci6n de la enzima RNA polimerasa IIO. 

Los lisados totales fueron tratados con amortiguador de 
estabilidad (Es) y amortiguador de degradación (De). A, 

es la autoradiografía y e, la tinción del gel.Carril e 
control, carril l amortiguador Es, carril 2 amortiguador 

De. Ambos carriles con tiempo O a 4°C. 
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Fig.11. Estabilidad de la enzima a 48 horas a 4ºC. Los 

lisados totales fueron tratados con amortiguador de 
estabilidad (Es) y con amortiguador de degradación (De). 

A, autoradiograf!a, B tinción del gel. Carril e control, 

carril l amortiguador Es por 48 horas a 4ºC, carril 2 
amortiguador De por 48 horas a 4ºC, carril 3 marcador 

de peso molecular de RNA polimerasa IIO. 

56 



e 2 3 4 5 6 7 

'• 
; ··• '. "' •.' .. 

240Kd '! RNA ~olimerasa IIo 

,¡ 

Fig. 

de la polimerasa a 25°C. Los lisados totales fueron tratados 
con amortiguador de degradación (De) a 25°C. Carril e 

control, carril 1 De por O horas, carril 2 De por l hora, 

carril De por 2 horas, carril 4 De por B horas, carril 5 

De por 24 horas, carril 6 De por 48 horas, carril 7 marcador 

de peso molecular. 
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Fig. 13. Autoradiografia de la cinetica de degradación 

y estabilidad de la enzima a 37°c. Los lisados totales 

fueron tratados con amortiguador de estabilidad Es y de 
degradación De a 37ºc. Carril C control, carril 1 marcador 

de peso molecular de RNA polimerasa 111 carril 2 Es por 

5 min,carril 3 Es por 15 min, carril 4 Es por 45 min, 
carril 5 Es por 60 min, carril 6 De por 5 min, carril 7 

De por 15 mini carril 8 De por 45 min, carril 9 De por 

60 min. 
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Estabilidad de la enzima RNA pollmerasa /lo ante el Choque térmico. 

Una de las condiciones que de manera mas Importante desestablllzan a la enzima RNA 

pollmeresa 110 subunldad /lo y que Involucra algún cambio en el ~omplejo de transcripción es el 

Choque Térmico. En 1962 Rltossa descubrió que especlficos sitios de transcripción activa (los 

llamados puffs) en los cromosomas de Drosophlla busekl/ pueden ser Inducidos por un breve 

choque térmico ;en 1974 Tlssleres y col. descubrieron que el choque térmico Induce las slntesls 

de un pequeño número de po/ipéptidos y reprlmla la transcripción de otros; en 1975 se 

descubrió la sensibilidad aumentada a la hipertermia que presentaban las células transformadas 

(Kase y Hahn.1975). Como lo reportó Gemer y Schneider en 1975 en células de mamlrero la 

hipertermia causa cambios que dependen de la temperatura en /os parámetros de crecimiento 

colular, reduce la slntesls de protelnas y del metabolismo, y conlleva a una pérdida de la 

capacidad proliferatlva. Slater y cols. en 1981 reportan que las células humanas culllvadas 

responden al choque térmico por medio de un Incremento en la s/ntesis de al menos tres clases 

de protelnas ,este trabajo, usando lnh!bldores como actinomlclna o y clc/oheximida, sugiere 

que el control de esta respuesta en células Hela es ejercido a nivel transcrlpclonal. 

La respuesta choque térmico, como lo reporta Ashbumer y Bonner en 1979, es 

primeramente de origen transcrlpciona/. Trabajos subsecuentes han encontrado una secuencia 

conservada que se extiende entre las posiciones ·70 y ·40 corriente arriba (upstream) de los 

genes cht. (Pelham 1982). Existen tres factores que permiten a la pollmerasa reconocer estas 

secuencias en el promotor e iniciar la transcripción de estos genes chl ,estos factores fueron 

reportados por Parker y Topo/ en 1984. En años más recientes se postula la slntesis de 

chaperonlnas, protelnas chl,que tienen la función especifica de proteger a los complejos 

proteicos mas importantes de la célula (Jakob y cols. 1993). 

Lo cual nos lleva a preguntar el comportamiento de la polimerasa ante el choque 

térmico .Los resultados que se muestran afirman que la po/imerasa 110 sufre una 

desestabilización temporal la cual no permlle al antlcue11JO po/iclonal reconocerla , as! mismo se 

recurre a la temperatura de cultivo para una recuperación tanto de la maquinaria transcripclona/ 

como de la misma enzima. 

A los cultivos celulares se /es dló el choque térmico durante 5, 15 y 60 minutos; et 

resultado muestra una reducción dramática en la estabilidad de la enzima , la disminución en la 

Intensidad de la banda proteica es notoria con respecto al control (fig 14 carriles 1 y 2) debido 

probablemenle a que el tratamiento hlpertermlco afecta directamente a la enzima 
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Pi.14. Efecto del choque térmico sobre la estabilidad 

de la RNA polimerasa IIo. Los lisados totales fueron tratados 

con choque térmico a 45°c, A autoradiografÍa, B tinciÓn 

del gel, carril e control, carril l choque térmico por 
5 min, carril 2 choque térmico por 15 min, carril 3 choque 

térmico por 60 min. 
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desnaturalizando parte de su estructura terclarta , considerando que 5 y 15 minutos es un 

pertodo corto de tratamiento hlperté1TTIICO como Jo reporta Burdon y Cutmore en 1982. 

Examinando los resultados antertores se prosiguió con el siguiente experimento 

para conocer la estabilidad de la enzima a tiempos més largos de tratamiento hlperté1Tnlco , 1, 

2, 3, 4 y 5 horas. La estabilidad de la enzima pennanece constante durante las cinco horas de 

choque ténnlco, lo cual se muestra en el siguiente resultado ( flg. 15 ) • La RNA pollmerasa 
1 

tolera el choque ténnlco por tiempos largos (S'horas) sin que se aprecie algún afecto sobre elle, 

se podrta decir que Ja célula ha adquirido te1Tnqtolerancla (Cralg. 1985 ) es decir que existe una 

correlación entre la presencia de las pcht~\ y la resistencia de la célula al tratamiento 

hlperténnlco ademés de que logra llevar a ¡cabo todo el metabolismo celular teniendo la 

protección de sus conglomerados proteicos más Importantes por medio de las chaperonlnas. 
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ol IIo 

Fig .15. Efecto del choque térmico sobre la RNA polimerasa 

en tiempos largos. Loa lisadoa totales recibieron tratamiento 
hipertérmico a 45°c, carril e control, carril l ch t por 

l hora, carril 2 ch t por 2 horas, carril 3 ch t por 3 

horas, carril 4 ch t por 4 horas, carril 5 ch t por 5 
horas. 
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El siguiente experimento se hizo con el fin de analizar la estabilidad de Ja enzima dan· 

cultivo celular un cierto tiempo de recuperación a 37ºC. 

Los resullados que se ven enseguida (fig 16) muestran que la enzima se desestabiliza L 

manera después del choque térmico durante 5 y 15 minutos que el anticuerpo es lncapa; 

reconocerla a pesar de permanecer 2 horas a 37ºC; la banda proteica que correspondr 

tratamiento por 60 minutos de choque térmico con 2 horas de recuperación llenen 

Intensidad uniforme denotando una enzima estabilizada que es bien reconocida pe 

anticuerpo; la siguiente condición que es la de 5 minutos de choque térmico con 24 hora 

recuperación muestra una banda casi lmperceptlble (callil 7) lo que denota una enzima que 

complet~mente desestabilizada y que tal vez ha sufrido un rompimiento proteolltlco 

después de 15 minutos de choque térmico la polimerasa llo parece recuperar su establ 

(callil 8) y por último a los 60 minutos de choque térmico con 24 horas de recuper:. 

muestran una enzima completamente estabilizada y reconocida por el anticuerpo (caml 9). 
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Fig.16. Efecto del choque t'rmico sobre la estabilidad 

de la RNA polimerasa IIo con tiempos de recuperación. 
Después del choque termico los cultivos fueron colocados 
a 37 e . Carril e control, carril l ch t por 5 min, carril 

2 ch t por 15 min, carril 3 ch t por 60 mini carril 4 
ch t por 5 min con 2 horas a 37 e, carril 5 ch t por 15 

min con 2 horas a 37 e, carril 6 ch t por 60 min con 2 

horas a 37 e, carril 7 ch t por 5 min con 24 horas a 37 

e, carril 8 ch t por 15 min con 24 horas a 37 e, carril 

9 ch t por 60 min con 24 horas a 37°c. 

64 

tio 



Morfologla de cultivos celulares eucarlontes después del choque térmico. 

El siguiente bloque de resultados muestran el efecto del choque térmico sobre los cultive· 

celulares eucarlontes. No existe hasta la fecha algún reporte que mencione el efecto sobre ' 

morfología de los culllvos celulares con los cuales regularmente se trabaja en los laboratorios. 

El desarrollo de nuevos métodos para el culllvo de células animales In vitre t 

contribuido en forma extraordinaria al progreso de la blolog[a y la genética en ganen·. 

(Wolstenholme.1971); los cultivos de células primarias obtenidas a partir de tejidos canceras(.· 

difieren de las de células normales en que tienden a formar monocapas y las células estl· 

orientadas al azar (por ejemplo las células HeLa); las células cancerosas pueden resistir u1. 

número mayor de pases que las normales , presentando el fenómeno de Inmortalidad, dlchr. 

células crecen rapldamente para formar una monocapa y a continuación el ritmo de creclmlen 

disminuye conslderablemente (Weber y Rubln.1971). A través de los repelidos pasos a que se 

sometidas, las lineas celulares presentan cambios conslderables, debido a la aparición y a ~ 

selección de variantes. De esta forma, las células se superponen y se orientan lrregularmen! 

con respecto a las demás. Estas Hneas celulares transformadas son generalmente neopláslcP' 

es decir, producen cancer en caso de ser transplanladas a un animal lsogénico (Baserga 

Steln. 1971). 

La célula se une a la base del frasco de cultivo por algunos puntos, halléndose separa: 

de él por una fina capa de medio. Los puntos de unión se ponen de manifiesto después de '· 

tratamiento moderado con trlpslna: el citoplasma se retrae hacia el núcleo , pero slg: . 

conectado con los puntos de unión , célula-célula, mediante delgados pseudópodos. En esta:. 

células se observan microtúbulos en las parles extendidas del citoplasma, formando ' 

esqueleto celular (Wessells y cols. 1971). 

Como lo reporta Kase y Hahn en 1975 las células transformadas son mayorrner. 

afectadas por el tratamiento hlpertérmlco y son rapidamente destruidas por él. Esl' 

Investigadores trabajaron con fibroblastos de embrión de pulmón transformados con SV..\O . 

encuentran que se detiene su crecimiento exponencial después del choque térmico asl como '· 

capacidad de sob:evivencia. 

En base a estos datos reportados se trataron los cultivos de células cancerosas (HeLa) y célul. 

transformadas (CVIP y PK15) con choque térmico para conocer el efecto sobre la morfoio 

celular. 

El culllvo de células HeLa fué expuesto al choque térmico (45°C) por 5, 15, 30 y 

minutos (fig .17) y observada su morlologla; lo primero que se nota es la cantidad en aume1" 

de células muertas (formas redondeadas y de color blanco): los espacios en la monocap:

van haciendo visibles conforme avanza el tratamiento hlpertérmico (c, d);a los 30 minutos 
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Pig. 9.Cocte tcansvecsal esquem&tico,,de un cultivo sobre 

un soporte s6lido en medio liquido. Los microf ilamentos 

se indican en negro.El medio esta situado en el exterior 

de las c&lulas como en las ves[culas pinoc!ticas. 

(Modificado de Brunk y cols. 1971). 
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tratamiento se comienzan a notar alteraciones en la morfología (d) las células muestran cambios 

Importantes en su morfología hasta los 60 minutos de choque térmico (e) notándose pequenas 

estructuras parecidas a pseudOpodos que salen de Ja membrana plasmál/ca y se comunican con 

otras células de la vecindad, su forma original ha sido pérdida casi en su totalidad y observando 

el control se puede ver claramente que las células han pérdida el con/acto entre membrana· 

membrana de las células cultlvadas normales en monocapa; Jos espacios son debidos a la 

cantidad de células que no lograron sobrevivir y que notan en el medio; la mayor/a de las 

células presenta pequenas vacuo/as que podrfan deberse a enormes conglomerados de prole/na 

que se están pegando unas a otras al exponer sus partes hldrofób/cas ya que están siendo 

parcialmente desnaturalizadas o bien a que están siendo protegidos en enormes complejos 

Chaperonlnas-/ntermedlarios·pro/e/nas nativas; las células tienden a alargarse. se puede 

trabajar con /as células HeLa hasta Jos 30 minutos de choque térmico sin que se aprecie efecto 

sobre la monocapa y se puede trabajar con ellas hasta Jos 15 minutos de tralamlento 

hlpertérmlco sin que sufra alteraciones Ja morfologfa celular. 
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Flq.17. Efecto del tratamiento hipertérmico sobre el 

cultivo de células HeLa. Los cultivos fueron tratados a 
A control,B choque t por 5 min, C choque t por 15 min, 

D choque t por 30 min, e choque t por 60 min. 

A aumento de 40X, s,c,o y e aumento de 20X. 
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Fig.18. Efecto del tratamiento hipert~rmico sobre el cultivo 

de células CVIP.Los cultivos se colocaron en tratamiento 
hipertérmico a 45 c. A control, B Choque por 5 min, e 

choque por 15 min,D choque por 30 min, E choque por 60 

min. 

Aumento de 20X. 
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Fig. 19. Efecto del tratamiento hipertérmico sobre el 
cultivo de celulas PKlS. ~os cultivos se colocaron en 

un bano a 45oc. A control, B choque t por 5 min, e choque 
t por 15 min, O choque t por 30 min, E choque t por 60 
min. 

Aumento de 20X. 
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Las células CV1 P de rtnón de mono fueron expuestas al choque ténnlco por 5, 15,30 y 60 

minutos; el resultado muestra (fig.18 ) la continuidad de la monocapa en el control y la apartclón 

do espacios en ésta a partir de los 15 minutos de choque ténnlco (c) ; se aprecia el aumento de 

células muertas confonne va en aumento el tiempo del choque; estas células comienzan a 

tener alteraciones en su morfologla a los 5 minutos de tratamiento (b) notándose núcleos muy 

cercanos y membranas dañadas, ya en esta etapa aparecen de manera poco notable las células 

con dos núcleos en el mismo citoplasma, fenómeno llamado "fonnaclón de slncillos• que se 

presenta cuando estas células son Infectadas con el virus del SOA (slndrome del ojo azul) 

Infección que también es considerada situación de estres (Francisco Dominguez. 1993) .Estos 

slncitlos se aprecian más notablemente a los 15 minutos de tratamiento; La pérdida de la 

morfolola es patente a los 30 minutos de choque apreciándose la aparición de las estructuras 

alargadas que salen dal citoplasma. Estas células son drastlcamente dai\adas por el choque 

ténnlco y sufren perdida de viabilidad hasta en un 100%. 

Por último se expusieron las céluas PK15, de rti\ón de cerdo, al tratamiento hlpertérmlco 

por 5, 15, 30 y 60 minutos; en el resultado se muestra (fig.19) la continuidad de la monocapa 

hasta Jos 30 minutos de tratamiento (d) , continuidad que no es conservada a los 60 minutos de 

tratamiento (e); los espacios en la monocapa se notan hasta los 60 minutos del choque; el 

fenómeno de formación de slncilios aparece a los 5 minutos de choque y las alteraciones de la 

morfologla comienzan hasta los 60 minutos de choque térmico. Es poco el porcentaje de células 

muertas con respecto a Jos resultados anteriores y el alargamiento de las células también 

comienza a los 60 minutos. Estas células fueron las más resistentes al calor y su viabilidad solo 

decreció en un 60%, 
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Tratamiento de choque ténnlco con tiempo de recuperación a 37'C. 

A todos los culllvos se les colocó a 37'C después del choque ténnlco, los resullados muestran lo 

siguiente: Los cultivos no recuperan su morfologla, las células tienen la misma morfologfa que 

presentaban después del choque térmico , a los 30 y 60 minutos de tralamfento el daño a nivel 

de estructura proteicas, de membrana plamátlca, es lrrever.;lble; las estructuras parecidas a 

pseudópodos que salen del citoplasma no desaparecen durante el tiempo de recuperación y se 

observa que en general los culllvos celulares no tienden a fa nonnalldad morfológica sino al 

contrario además de las defonnaclones que presentan las células, su viabilidad baja del 30% al 

100% en las células CVIP y Hela (fig. 20, 21 ) o bien 

conservan la viabilidad sin recuperar la forma celular ongfnal como las células PK15, 

fig.22). 
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Gráfica Viabilidad de los cultivos después del choque 

térmico.El cultivo de células CVlP fue colocado ,después 

del choque térmico, a temperatura de cultivo y se observó 
al microscopio para calcular el por ciento de viabilidad 
durante los 4 días siguientes. a) 5 min de choque t. b) 

15 min de choque termico. c) 30 mln de choque t. d) 60 
min de choque t. 
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DISCUSION. 

ESTABILIDAD DE LA RNA POLIMERASA 110, SUBUNIDAD llo. 

Las prolelnas son las moléculas or¡¡!lnicas mjs abundantes en Ja célula, se encuentran en lodos 

los componentes de cada célula ya quo son fundamentales en todos los aspeclos de su 

estructura y función (Alwort11. 1972). Cada Upo de molécula proteica poseo en su estado nallvo 

una forma lrldlmenslonal caraclerlsllca que es conocida corno su conformación (el término 

conformación se refiero a fa ordenación espacial de los grupos sustlluyentes que son libres de 

adoptar posiciones diferentes sin que se produzca ruplura. de enlaces, debido a la posibilidad de 

rolaclón alrededor do los enlaces). Les protelnas globulares eslén constiluidas por cadenas 

polipeplidlcas plegadas eslrechamente de Jorma que adoplan formas esférica o globulares 

compactas; casi Jodas las enzimas son prolefnas globulares como los anllcuerpos y las 

hormonas. La estruclura terciaria se refiere al modo como la cadena pollpeptldica so curva o se 

pliega para formar la estructura eslrochamente plegada y compacla de las prolefmrs globulares 

(Haschomeyer. 1973). La estructura cuaternaria pano do manifiesto como se disponen en el 

espacio las cadenas Individuales pollpeptfdicas de una protelna que poseo rnils de una cadena 

por lo tanto el término més general de conformación se emplea para referirse a la estructura 

combinada secundarla, terciaria y cualernaria de una protelna (Moore 1· Stein. 1973). Muchas 

moléculas proteicas solo retienen su actividad biológica denlro de una fluctuación muy limilada 

do temperatura y pH. La exposición de prolelnas solubles o globulares a pH exlrernos o a 

ternperaluras elevadas, los hace experimentar un cumbia conocido corno desnalurnlización, el 

efecto más visible es el descenso de su solubilidad. Pueslo que los enlaces qul111icos covalentes 

del esqueleto peptfdlco de los protelnos no so rompe duranle este tratamiento se ha llegado a la 

conclusión que la estructura primaria permanece Intacta. La mayor parte do las protelnas 

globulares se desnaturalizan cuando se Incrementa la temperatura a 60º·70'C. La consecuencia 

m!ls Importante de la desnaturalización es que las enzimas globulares pierden su actividad 

biológica caracleristlca como la capacidad calalitica. 

Las enzimas son una clase muy amplia de protelnas que tienen una función biológica 

especifica, cada tipo de enzima Jienen un cenlro activo al que se une su cslrato especifico 

durante el ciclo catallllco (Haschemeyer y Haschemeyer. 1973). El aflélisls por rayos X de 

algunas protclnas globulares muestra que cada tipo de prolelna tiene un modo diferente de 

plegarse o sea una eslruclura terciaria distinta. La mayor parte de las protelnas globulares 

comparten tres coracterlslicas comunes: 1) un plegamiento compacto con poco o ningún 

espacio para las moléculas de agua, 2) una localización exterior de todos los grupos Jridrofilicos, 

3) una localización Interior de los grupos hidrolóbicos ( Tamllord.1973). Una vez formada la 

estruclurn terciaria de una protelna globular o enzlnrn coopernn en su eslabilizaclón cualro Jlpos 
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de Interacciones: 1) los enlaces do llidróge110 enlre grupos peplluicos, 2) los puentes de 

hidrógeno entre grupos; 3) las Interacciones hldrofóblcas entre grupo~ no polares y 4) los 

enlaces lónlcos entre grupos cmgados posiliva o negallvarnento talos como et -COO y el -NH3 

(Jenks.1973). 

Un Importante atributo de las enzimas es su enorme poder catalllico , y a posar de ser 

moléculas rolallvornenlo frágiles, desmrollan sus funciones calallllcos en disoluclo11es acuosas 

diluidas a pH biológico y a temperatura de cullivo (Klrsch.1973). 

La RNA polimernsa es una enzima que lronsc1ibo DNA a RNA por medio de un 

mecanismo complejo de transcripción que Involucra 7 faclores generales quo cooperan con la 

polirnerasa para que llevo a cabo su función (Charnbon.1975). La slntesis de RNA es 

dependiente de la presencia do un callón divalenle corno el 111og11eslu {Mg>+) o el mo11ga11eso 

(Mn++). La dependencia de los metales de lo reacción es debida presumiblernenre a que el 

requerimiento do unir los sustrnlos nucleólidos como si fueran metales qt1clantes. Los alcoholes 

pollhldncos, tales corno el glicerol y el elilcnglicol esllrnulan vmlas veces la aclivldad "in vilro" 

de la pollmerasa(Dynan y Burguess. 1979) y podrla Involucrar una estabilización de la estructura 

do la enzima. En algunos casos los Iones melólicos en glicerol poco puro causa una lnhiliiclón 

de la actividad de la pollmerasa y esto puede ser eviladu mediante el Incremento de la 

concentración de EDTA (Blair. 1977). La conlarnlnación con proleosas también afecta la 

estabilidad y la actividad de la RNA pollnrnrasa, la Incubación de RNA polirnerasa 11 purificada 

de germen de trigo con pollmerasa nativa do timo de ternera resulla en un rompi111iento de las 

sub11nidades mas grandes do la enzima que genera polipéptidos de pesos moleculares 

peque11os (Jendrisak. 1978). 

Las pretensas, que pueden contaminar a la polirnerasa, son lnacllvadas por medio do 

el hervir las rnueslras en presencia de SOS y un agente reduclor corno el ji· Me en la 

lnmunodetecclón de la enzima por eleclroforesls en gel de poliacrilamida; muchas proteasas 

son acllvas en soluclones SOS a tempernlurn a1111Jiente (25"C). El SOS aumenta 

draméllcarnenle la proporción de degradación proleolilica do lo 111ayoria de las prolelnas, 

presurnlblemento porque esto detergente rompe la eslrui:l11ra terciaria, dando sillas potenciales 

do ruptura que son més accesibles pma las proleasas (Pringle.1970). Kcdingcr y cut. (1974) 

reportaron que ni el aílejamlenlo deliberado del extraclo crudo ni el uso del inhiilidor de 

proteasas PMSF tienen algun efeclo sobre las cantidades relativas de las diferentes formas de 

la enzima, asl que la helerogeneldad no es debida a la proleólisls lirnilílda durante el alslamlenlo 

de la enzima. Inversamente, en levaduras el uso de PMSF y el cuidadoso conlrnl del pH del 

exlraclo o Usado minimizan la activación de las proleasas (Dezoleo y cuis. 1976) pma obtener 

las especies más grandes de la polimernsa sin ruslros de degradación. La presencia de una 

proleóllsis y una desestabilización al tra!Jajar con la enzi//la, han sirio las !Jases de toda una 
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ESTA T.ESIS 111 DEBE 
~AUI DE LA 818UOT1e& 

linea de Investigación (Hedo y Blnlll. 1077), D'Alesslo y cols. 1979, S111ilh y Brnun. 1978, 

Gullfoyle. 1980 , Malcohn 1980), Como lo reportó Dezelec y cols en 1976, las proteasas 

presentes en extractos crudos pueden hacer complejos con tos lnlribidores que no son 

removidos liasla los ultimes estados de purllicactón. Asl que la Incubación de los extractos 

crudos no pueden aumentar "in vitre' la protcólisls. Más aírn debo recordarse que de las 5 clases 

de proteasas (Walsh. 1975) solo una es sensitiva al PMSF. La eslabilldml y la acllvldad 

catalltlca de la enzima es sumarnento frágil reportándose trabajos ( Harding y Beychok. 1974) 

en los cuales se desestabiliza y desnaturaliza a la pollrnerasa obteniéndose la perdida total do la 

actividad y el daílo Irreversible en la estructura terciaria de la enzima. Los primeros Intentos de 

solublllzar y purificar la RNA pollmerasa de una gran variedad de tejidos diferentes (Jacobs. 

1973) han fallado debido a la baja recuperación do la enzlrna soluble y a In lneslabllldad quo 

presenta la pollrnerasa en los subsiguientes pasos de purificación. Se han propuesto tres tipos 

de métodos desde 1970 quo han resultado en más alias rendimientos de enzima solublllzada a 

partir de varios tejidos, solo el primero Interesa para los fines de este Ir abajo: la homogenlzaclón 

del tejido tola!, homogenlzoción e Incubación de las cólulas, nucleos o nucleolos en 

amortiguadores adecuados en diferentes tiempos ya sea a 4'C o a 37'C (Sleln y Hausen. 1970 

Bagshaw y Mall.1971, Chesterton y Bullerworth .1971 a,b, Furth y cols. 1970 , Mertelsmann. 

1969, Golberg y Moon. 1970, Sugden y Keller 1973). Eslos trabajos sentaron las bases para la 

subsiguiente lnvestlgacion do Klm y Dahmus (1966) de Rangel y col. (1 987) y Rnngel y cols. 

(1988). Todos ellos reportaron condiciones en que la enzima sufría cier1os cambios, proteólisls y 

deseslablllzoclón por protoasns, por Infección con virus, ele. 

Los resultados presentados en este trabajo nos Indican que :o) las proteasas presentes 

en el llsodo lota! parecen afectar de alguna manera a la polimcrasa y a su estabilidad y si so 

prepara el amortiguador de estabilidad con un inhibldor de proteasas es para evitar y descartar 

la acción de estas proleasas; b)podrla decirse que la RNA polimerasa conserva su estabilidad 

ya que la tendencia de la enzima es comportarse de manera similar al control y no permitir una 

deseslablllzaclón al conservar su forma !lo Intacta y nunca pasar a la fo1Tna !la (Klrn .1986) que 

tiene el dominio carboxi-terminal sin fosforilar. Las evidencias apunlan a que el amortiguador 

de estabilidad efecllvamente estabiliza a la enzima dejando fosforilado el DCT y no permitiendo 

la proteólisis en las condiciones de temperatura de 4' e y 25'C. c) el aumento de movilidad 

electroforétlca que muestra la enzima marcadamente en la condición de tomperalura a 25'C por 

O horas, 24 y 48 horas so debe muy probablemente a que la conformación de la enzima, una 

prolefna globular sufre una desestabllizaclón al perder algunos de sus Interacciones hldrofóblcas 

entro grupos no polares que al separarse de la molécula permiten que ésta so desplazo en la 

malla de acrllamlda. La enzima durante el tralamlr.nlo con el amortiguador de estabilidad parece 

no perder su DCT ya que el anticuerpo fué preparado para reconocer mayormente dominio 
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fosfo1ilado como lo ropo1ta Kinl y Dalimus (1980) aunque también puedo icconocer 

menorrnente la forma lla ésta nunca llega a presentarse en los Usados establllzados que 

contienen a la enzima RNA pollmcrase 11 de células HeLa como producto do una protcólisls 

llmltada a causa da proteesas poro le temperalura de 4'C, en los tiempos de 48 horas, a fa 

temperatura de 25'C, en los tiempos do 24 horas y 48 horas en la condición de eslabilidad, 

aparece una banda quo podrla Indicarnos que la eslructura eslá perdiendo estabilidad y en Ja 

cual está Involucrado la desfosforifaclón del OCT. Es/a banda proléica podrla explicarse como 

la desostablllzaclón de algunas moléculas prolélcas de polimerasa que al perder parte de sus 

grupos fosfatos de este dominio no llegan a definirse ni como lla ni como llb y bajan en Ja malla 

de acrilamlda hasta los 200 Kd. 

A la tempera/ura da 37'C y bajo las condiclonos do degradación, con fa Inclusión de 

agenles reductores como el fl· Me, se encuentra fa mayor deseslabllldad que sufre la 

pollmerasa en estas condiciones do degradación y estabilidad. La polhnorasa pierde la 

estruc/ura que es reconocida por el anllcucrpo, os/o probablemonlo se debo a que : a) la 

enzima ha perdido la eslabilidad de su conformación y ha sufrido un proceso dH 

desna/urallzaclón e lneslabllldad de las uniones fónicas entre los grupos cargados debido a la 

donación de cargas adicionales que proporciona el agente reductor (Jend1isak. 1978); o b) la 

pollmerasa ha pérdida el epltope que permite al enllcue1po reconocerla, ya sea por lo que se 

acaba de discutir, desnaturalización, o bien quo los enlaces de unión entre los amlnuácidos 

tyr,ser,pro, y trc se hayan do tal manera lneslabilizados que el DCT se pierde siendo en/onces 

Imposible que el anticuerpo reconozca esa parte de la molécula que se ha degradado. 

Los factores que de alguna manera afectan a la enzima RNA pollmeiasa 110 subunfdad 

llo en las condiciones de degradación son: proteasas quo hldrolizan los enlaces peplídicos, el 

agente reductor (fl·Mo) que dan cargas adiciona/es y fa temperalum que afecta de manera 

directamente proporcional a fa enzima, a la elevación de temperatura corresponde a un grado 

do desnalurallzaclón. Lo manera como estos factores afectan a la enzima ya sea por proleóllsis 

llmltaqa, desestablllzaclón conformaclonal por exceso de cargas o la desnaturalización de la 

eslruclura terciaria, hacen que el a111icue1po sea Incapaz de reconocer a la enzima a 37'C. 

CHOQUE TERMICO. 

La respuesta choque térmico es fa respuesta generalizada que presentan lodos los organismos a 

nivel celular ante las situaciones de estros que ocurren en el medio (Cralg. 1965, Taguchl. 

.1993). La respuesta se origina a nivel transcrlpclonal (McKnlgh/. 1966) e Involucra promotores, 

factores y a la RNA polimnrnsa 11. Existen módulos en los promoto1es que Identifican un grupo 

particular de genes que son llamados los efemenlos de respuesfa, o)emplos de estos son los 

elementos do la respuesta choque ténnico ECHT, los elementos de la respuosla g/11coco1licoide 
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ERG, elemenlos do la respuesla metal EílM. Eslos elementos do respuesta son reconocidas por 

los factores que coordinan la transcripción do un grupo particular de genes. Estos elemenlos 

tienen las mlsnrns caracterlslicas de los módulos de otros promotores o activadows, pueden 

conlener secuencias consenso cortas que pueden ser reconocidas en los promotores 

adecuados, cstdr1 presontos en la región de -200pb corriente arriba del punlo de Inicio y 

generalmcnlo so prosentan en múltiples copias; el ECHT se encuentra en un promolor 

partlcularmenle en los promotores de choque lérmlco a -1 Spb del punlo de Inicio. El ECHT es 

reconocido por un factor de transcripción, el factor de transcripción de choque térmico FTCHT, 

el cual es aclivo solo en células eslresadas; esle se une a un sitio que incluye la secuencia 

consenso CNNGAANNTCCNNG. El FTCHT se une cooperalivamenle a elemenlos de la 

respuesta adyacente prolcglendo o cubriendo aproxl111ada111enlo 27 pb (McKnlghl y Tjan 

.1986). El FTCHT de levadura llega n ser fosforilado cuando las ctllulas son !miadas con 

hipertermia. El FTCHT tiene clerla función a temperalura normal, ya que el gene que codifica es 

esencial bajo ladas las condiciones es posible que sea requerido para los niveles basales de 

transcripción do genes ch t a temperaluras bajas (Guaarenle. 1967) y son acllvados por 

fosforilaclón para garanllzar el Incremento de la lranscripclón a temperaluras más allos. 

Las prote!nas ch t son lnducit1:» por una gran variedad de agentes y que llenen como 

efecto com(rn un cambio en la oxidación (Ashbuner y Bonner. 1979, Boucclmer y Ames. 1982) y 

una acumulación de nucleólidos adenllados. Dos do los induclores universales de la respuesla 

choque lérrnlco, el calor y el elanol pueden causar daílo n la membrana, rcsullando en una 

!nler/eroncia con el lransportu de eleclrones (Craig. rno5). 

En 1966, Polham propone que las pchl 70 lienen como una de sus funciones 

reparar preribosomas dariados; propone que durante el cht las proleinas llegan a ser 

parclalmenle desnalurallzadas exponiendo sus reglones hldrofóbicas las cuales lnleracluan para 

formar agregados Insolubles.Por medio de la unión a tas superficies hidrolóblcas la pcht 70 

llmlta lales lnleracciones y promueve la disgregación, enlonces usa la en erg la de la hidrólisis del 

ATP para liberarse a si misma del suslralo su/riendo un cambio conlormaclonal en el proceso. 

Esle reporto sienta las bases para subsecuentes invesligaclones . En 1993 Taguchl y Yoshlda 

proponen un modelo parecido pero más complicado: las chaperoninas son pchl, estas no se 

desnaluralizan y son eslatJles hasla más arriba de OOºC. El estudio previo de Taguchl (1991) y 

esle reporte sobre la función de las clrnperonlnas sugieren que la chaperona se une a un 

lnlermedlario prolclco plegable que se origina durnnle la desnaluralización parcial de las 

prole!nas nalivas esliesadas y. el complejo entro la clwperonina y las prole/nas parclalmenle 

desnaluralizadas (lnlermediarios proleicos plegables IP~) es esluble en ausencia de MgATP, ya 

que si cslá presenlo el IP~ aprovecha la hidrólisis del ATP pma liberarse del complejo. La 

chaperonlna caplura a los IPP' que pueden plcgmse con!ormaclonahnenle con la ayuda del 
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MgATP; una vez capturarlo, el IPP es protegido do la desnnturallzaclón irreversilJle hasl¿ quo la 

chaperonlna Ínisma es colapsada por el color. Las chaperoninas protegen a los IPP, es decir a 

las prolelnas parclalrnenle desnaturalizadas, pero no a las protelnos nallvas, los cual los lleva a 

postular que al producirse la respuesla ch t , las protelnos al desnaturalizarse y exponer sus 

arcas hldrolóblcas se convierten en IPP que a su vez son capturados por las clmperonlnas 

sintetizadas formando un complejo chaperonina·IPP que resiste alias temperaturas, después do 

los cual se usa la enorgla del ATP para liberar et complejo. 

De acuerdo n lo anterior, los rosullados muestran que cuanclo se da un choque térmico do 

5 Y 15 min, hay una desestablllzaclón que se refleja en: la respuesta ch t que so origina a nivel 

transcripclonal (Craig.1985), desnaturallzaclón parcial de las prolelnas nativas; al darse el 

choque térmico la cantidad basal de chaperonlnas protege una porción limitada de moléculas 

de pollmerasa, las cuales siguen siendo reconocidas por el anticuerpo, esto parece Indicarnos 

que la polimerasa protegida ha sintetizado nuevas moléculas de enzima y do chaperonas que 

forman cornplejos de protección y al aumentar el número de moléculas al llegar al llempo de 60 

mln de ch t, el anticuerpo reconoce a ta enzima siendo notoria el aumento de la misma. 

Lo anteriormente propuesto se verifica en el siguiente experlrnento, un el cual se dá un 

choque térmico durante 1,2,3,4 y 5 huras. La banda proteica de 240 Kd perteneciente a la RNA 

polimerasa llo permanece estable durante estos periodos de tratamiento hlpertérmlco debido a 

que probablemente Jos complejos clraperonina-pollrnerasa se hayan estauillzados y las 

chaperonlnas estén protegiendo funcional y estructuralmente a la polimernsa.Después del 

choque térmico se puede decir que el complejo se libora a si mismo utilizando la energla de la 

hidrólisis de ATP sufriendo el complejo un cambio conforrnaclonal, que hace las uniones 

hldrfóblcas más débiles (Pelham.1986, Taguclll.1993), 

Cuando sa le dá a la célula un tiempo de recuperación a 37'C la enzima deja do ser 

reconocida por el anticuerpo (en los primeros tiempos de choque, 5 y 15 mln), lo cual puede 

deberse a que la estructura terciaria de la enzima y su confornrnción han empezado a sufrir 

cambios después de que el complejo Ira sido liberado y disuello al dejar la célula do estar en 

la situación de estres. Las enzimas retienen su actividad biológica dentro de una fluctuación 

muy limitada de pH (Lenlmlnger. 1974), ta exposición de esta protelna globular a diferentes pH 

les hace experimentar la desnaturalización. Después del choque térmico y sin la protección de 

tas chaperonlnas, la RNA polimerasa sufre de desnaturalización parcial debido a qrro el medio 

en que se encuentra la célula Ira sufridocamtJios en el pH y en la cantidad de ulectrolitos libres; 

por lo que parece que la enzima comienza a tener rupiurns a nivel de estructura terciaria 

debilitándose Jos enlaces que interncluan para sostener esta confonnaclórr. La variación del pH 

tal vez sea el resollado de un Incremento en la vaporización del agua del medio después del 

choque lo que conlleva a un decremento do Iones H. Posiblemente los metales Mg2+ y Mn 2+ 
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son utilizados para la reparación do otros estructuras proteicas; ta depe11do11cla de los metales 

que prcsenla la pollmerasa es debida prosumiblemenle a el requerimiento de unir los suslratos 

nucleól/dos como si ruaran metales quelante, esto nos Indica que al ausenlorse estos metales 

la pollmerasa pierde parte do su actividad ya que no cuenta con los requerimientos mln/mos 

para su funclonamlonto. 

Ya sea quo las clmperonlnas protegan a la enzima o que la vaporización del agua, el 

decremento ·de los Iones H y de otros Iones libres, el cambio del pH, la ausencia de los 

requerimientos da los metales, el decremento lento do la temperatura o bien los procesos de 

reparación do grandes conglomerados de protelnas empobreciendo el modio celular.ya sea uno 

o varios en conjunto, estos son los faclores que afectan do manera dramática a la po/imerasa y 

a su estabilidad, e·n los tiempos de 2, y 24 horas de recuperación a 37'C. 

MORFOLOG/A CELULAR ANTE EL CHOQUE TER MICO. 

La membrana plasmática do todas las cólulas oucarlóllcas lienen una estructura gonorol: esté 

comp~cslii' de moléculas lipld/cas y protelnas manlcn/das junios principalmente por 

Interacciones no covalentes (Ropasky .1992).EI esqueleto do la membrana os un componente 

de una malla compleja de protelnas eslructurales relativamente Insolubles a detergentes que so 

conocen corno cltoesquelclo. El cilop/asrna do las células eucar/óllcas contiene al menos 3 

clases de protclnas de libra larga Incluyendo mlcrolúbulos, microlilarnontos y filamentos 

intermediar/os; además hay un buen número de pequer1as prole/nas asociadas que son 

esenciales para la función del ciloosqueloto. Este sistema de proteínas, el cual dá soporte 

eslructural al ciloplasma y a varios organelos, también sirve para ayudar a mantener la lorrna de 

la célula, la movilidad y la organización del citoplasma, el llamado clloesqueleto transce/ular ( 

Yu y cols. 1973). La membrana plasmóllca asociada al citoosqueleto es la asociación de 

elementos del sistema filamentoso tronscelular con la bicapa llpldica; el esqueleto de la 

membrana plamállca so refiero al grupo do prole/nas citoesquelóticas que eslán limitadas en su 

dislribuclón subcelular a una zona subyacenle a la superllcle Interior de la blcapa lipldica. Esto 

grupo de protelnas, parecen runclonar solo en la membrana plasmática nrnnleniendo su 

organización, elasticidad o integridad (Yu y cols. 1973,Sheotz y Saawyor. 1978), el esqueleto de 

la membrana está Involucrado acllvamonto en una gran variedad de acllv/dades celulares, 

Incluyendo la activación y diferenciación, manteniendo la morfo/ogla, el manlenlemiento de la 

polaridad de la célula, /a Interacción con la matriz cxtrocelular y la oxocllosis. Las protelnas 

Integrales de la membrana, /ns cuales dan sitios de anclaje para las estructuras del ciloesqueleto 

llenen movilidad limilada (difusión de las prolelnas para generar un modelo fluido de la 

estructura de la membrana). La alteración de eslos sillos de fijación podrla en furno 

Incrementar la movilidad, eslas mediciones del movimlenlo ofrecen un método para /nvesllgar 
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las lnleraccioncs membrana-ciloesqueleto. El citucsqueleto del eritrocito humano, consiste de 

una red de proteínas periféricas las cuales controlan la forma de la célula y suministran la fueria 

mecánica para mantener esta forma (Bennat.1989). 

Cuando las células reciben un lralamlenlo como et do choque térmico, la célula en su 

totalidad sufre la condición da eslres dcseslabilizándose y sufriendo toda una serle de 

alleraclones que van n feclar a los culllvos a diferentes niveles (Ceccarlnl.1971). La respuesta 

choque lérmico tienen origen a nivel lrnnsc1lpclonal paiando la expresión do los genes de 

manlenlmlenlo y los genes nonnales e Incrementando ta slnlosis da pcht, las llamadas 

chaperonlnas (Llndquist y Cralg. 1988), que nclúan evitando la dcsnaluralizaclón lolal de los 

conglomerados proteicos vilales (Pelhnm. 1966, Taguchl.1993). Pero aunque se dé respuesta 

lranscrlpclonal al eslres , la célula como un todo expone cada uno de sus componentes: 

compartlmienlos, membranas y organeros, al choque 1 y como un todo también es afectada por 

el lncremcnlo de la temperatura en cslos componentes. 

En los resultados oblenldos en esto trabajo, los cullivos celulares fueron alleraúos por 

el tralarnlento hlpertérmlco, resultando de esla alleración un dccremenlo notoilo en su viabilidad 

y un marcado cambio en la mo1fologla celular. Los cullivos de cólulas transformadas PK15 

(Domlnguez.1993) fueron la linea celular que lograron resistir In condición de eslres y 

mantuvieron su vlabilidad a pesar de que la mmfologla celular no logró recuperar su forma 

original. Las células lransformadas CV·1P, no resistieron a la condición úe estics y los daños 

causados en su maquinaria celular y en su mo1fologla, fueron Irreversibles. Los culllvos 

celulare5 cancerosos (HeLa) resl!ie1on el choquo lénnico durnnlc cieno liempo µero después de 

un tiempo prolongado de tialamlenlo (60 mln) los daílos suf1idos también fuemn l1reveisibles. 

Estos resullados pueden ser la consecuencia de ros cambios, por el incremento de la 

temperatura, do 3 parámetros: 

1) El suero y el Medio. El sue10 y el medio conllencn un complejo de nulrlentes, aminoácidos 

como la A, vitaminas (blollna, ac. ascó1bico, ac. fóllcu, ac. nlcollnlco, ne. panlolénico. ele) sales 

Inorgánicas (NaCI, KCI, CaCl2 , MgC/2) y laclores adicionales úe c1ecimlenlo como ulucosa, 

glutamlna, lnosilol, ele., lodos estos diallzables, nulrlenles y a.a que se descomponen a 

temperaturas allas, además el suero contiene tlpoprolelnas que son desnaluralizadas al 

elevarse Ja temperatura . Y si las proleinas del suero hacen a las 

sustancias hldrofóblcas más solubles en la solución acuosa, ya que la c61ula ulillza los llpldos 

unidos a las protelnas del suero, al quedar éstas desnalumlizadas, se impide la uliliznción de 

estos llpldos y de todas las moléculas lábiles que se encuentran en el medio. El suero conllene 

gran número de enzimas, como la aiglnasa y la oxlúasa, que pueden crear o lo lmgo del 

lralamlenlo hlpcrtérmlco suslanclas tóxicas Inutilizables pnrn la célula. 
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2)pH. Ademés de los nutrientes, el medio do cultivo debe proporcionar condiciones 

flslcoqulmicas adecuadas, estos parémelros son Importantes para el crecimiento celular e 

Incluyen la molaridad, el pH y la presión de dióxido de cnrbono. El rango de pH óptimo para los 

culllvos es muy estrecho para las diferentes células el rango os do 7.30. 

0.15 y para embriofibroblastos de pollo es de 7.12 -0.18. La presión de dióxido de carbono llene 

una directa lnlerrclaclón con el pH, el uso del 2 al 5% de C02 es benéfico para evitar el cambio 

en el pH cuano los cultivos son removidos de In Incubadora. Cuando los cultivos son retirados 

de In Incubadora , deja do existir la presión del C02, quo trabaja corno un amortiguador 

(lampan) y consecuenlemente hay un desequilibrio del pH del medio pero si ademés de ésto so 

suma el tratamiento hlpertérrnlco y la elevación de temperatura en el medio ( y In evaporación 

del agua dol medio) el cambio de pH es aun més dréstlco afectando do manero notoria a la 

vlnbllldad celular. 

3) La membrana plasmática. La membrana de las células tiene como estruclura básica una 

doble capa de fosfollpidos. Una de las principales propiedades de la blcapa es la de 

Impermeabilidad a ciertas sustancias y permeabilidad al agua. Olra de las propiedades de la 

membrana es la de la elasllcldad, la elasllcldad de la membrana se debe a que las cadenas de 

átomos do carbono de los rosfollpldos que se encuentran en el centro de la doblo capa so 

comportan como las moléculas de cadenas libres y tienen gran movilidad. Esta fluidez o estado 

flslco de las membranas depende de In lcrnpernlura. Las membranas no solo conllenen llpidos, 

hay también carbolridratos y protelnas en proporciones variables; sin embargo las funciones 

activas de la membrana parece estar a cargo de las proteínas corno en el caso del transporte 

activo y pasivo (Peña. 1986). Cuando el ct1oque l se da por 30 min , lo morfologla de la célula 

cambia, esto nos Indica que probablemente las proleinas del ciloesqueleto han comenzado a 

desnaturalizarse y la red que proporciona al sosten de la forme celular está desintegr~ndose; lo 

fluidez de la blcapa de la membrana plasmática ha aumentado por el Incremento de la 

temperatura y esta misma fluidez permito que la forma origina! cambie (Peña. 1986) con la 

aparición de protuberancias del citoplasma que al no contar con el apoyo mecánico de la red 

citoesqueléllca tienden a extenderse sobre la superiicle de contaclo. Después del choque 

térmico y de colocar los culllvos durante cierto periodo de tiempo a temperalura de culllvo, la 

moriologla y la viabilidad no son recuperadas, estas evidencias apuntan a que la 

desnaturalización de las protelnas de la rnembrmm y que se encargan del lransporle activo y 

pasivo, el empobrecimiento del medio que puede contener sustancias lóxlcas para la célula, asi 

como el decremento en la presión de dióxido de carbono y el consecuente cambio en el pH 

causan un dario Irreversible en la mortologta y en In viabilidad de los culllvos celulares. 
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CONCLUSION. 

1.· La enzima RNA pollmerasa 110 , en la subunldad llo,en las condiciones de eslablllzaclón y a 

lemperaluras de 4°, 25º y 37º0 conserva su eslabillded. 

2.· La RNA pollmerasa 110, en la subunldad llo, en las condiciones de aneJamlenlo se degrada y 

pierde su estabilidad a la lemperalure de 37'C. 

3.· El tratamiento de Choque térmico si desosteblllzn e la enzima RNA pollmerasa 110, en la 

subunldad llo,a los 5 y 15 minutos del tratamiento. 

4.· El lratamlanlo de Choque Térmico por 60 mln no afecta la eslabilldad do la enzima RNA 

pollmerasa 110 subunldad llo. 

5.· El tratamlenlo seguido de un !lempo de recuperación a 37ºC no recupera a le enzima RNA 

pollmerasa 110 ,subunfdad llo,nl hace que se recupere su eslabllidad. 

6.· El tratamlenlo hlperténnlco arecle de manera Irreversible a la morfologle de los culllvos 

eucarlonles esludiados desde los 30 mlnulos en adelanle. 
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TI: Targeted single-cell induction of gene products in 
Caenorhabditis elegans: a new tool far developmental studies, 
AU: Stringham-EG; Candido-EP 
AD: Department of Biochemistry, U.B.C., Vancouver, Canada. 
SO: J-Exp-Zool. 1993 Jul 1; 266(3): 227-33 
ISSN: 0022-104X 
PY: 1993 
Ll\: ENGLISll 
CP: UNITED-STl\TES 
AB: Heat shock promoters have been employed to achieve tightly 
regulated expression of transformad genes in a wide variety of 
model systems including tissue culture cells, bacteria, yeast, 
Drosophila, and more recently Caenorhabdi tis elegans. Her e we 
investigate the feasibility of using a laser microbeam to induce a 
sub-lethal heat shock response in individual cells of c. elegans. 
We demonstrate that in transgenic strains carrying heal shock 
¡;>romoter-lacZ fusions, single cell eitpression of beta-galactosidase 
in a variety of cell types of endodermal, mesodermal, ar ectodermal 
origin can be achieved after pulsing with a laser. A 
tissue-general, inducible prometer can therefore be converted in to 
one of single cell specifici ty which can be induced rapidly at any 
point in development, offering unique opportunities to study 
cell-cell interactions in c. elegans. This technique defines a new 
approach to generate mosaic animals and may be adaptable to other 
organisms or tissues. 
MESH: beta-Galactosidase-genetics; Animals,-Transgenic 
Caenorhabditis-elegans; Heat-Shock-Proteins-genetics; Lac-Operon 
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TI: Dual control of heat shock response: involvement of a 
constitutive heat shock element-binding factor. 
AU: Liu-RY; Kim-D; Yang-SH; Li-GC 
AD: Department of Medical Physics, Memorial Sloan-Kettering cancer 
Center, New York, NY 10021. 
SO: Proc-Natl-Acad-Sci-U-S-A. 1993 Apr 1; 90(7): 3078-82 
!SSN: 0027-8424 
PY: 1993 
LA: ENGLISH 
CP: UNITED-STATES 
AB: Heat shock factor (HSF) has be en implicated as the key 
regulatory protein in the heat shock response. Our studies on the 
response of rodent cells to heat shock or sodium arsenite indicate 
that a high level of HSF-DNA-binding activity, by itself, is not 
sufficient far the induction of hsp70 mRNA synthesis; furthermore, 
a high level of HSF binding is also not necessary for this 
induction. Analysis of the binding of protein factors to the heat 
shock element (HSE) in extracts of stressed rodent cells indicates 
that the regulation of heat shock response involves the 
heat-inducible HSF and a consti tu ti ve llSE-binding factor, Our 
results also suggcst that overexpression of human hsp70 may 
decrease the level of heat-induced HSF-HSE-binding activlty in rat 
cells, 

·MESH: Base-Sequence; Blotting,-Northern; Cell-Line; 
DNA-Binding-Proteins-metabolism; Fibroblasts-metabolism; Heat-; 
Kinetics-: Molecular-Sequence-Data; Oligodcoxyribonucleotides-; 
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TI: Heat-shock gene expression and cell cycle changes during 
mammalian embryonic development. 
AU: Walsh-D; Li-K; Wass-J; Dolnikov-A; Zeng-F; Zhe-L; Edwards-M 
AD: Department of Veterinary Clinical Sciences, Uni ver si ty of 
Sydney, New South Wales, Australia. 
SO: Dev-Genet. 1993; 14(2): 127-36 
ISSN: 0192-253){ 
PY: 1993 
LA: ENGLISH 
CP: UNITED-STATES 
1\B: Synchronized regulation of cell division during gastrulation is 
essential far the regional proliferation of cells and pattern 
formation of the early CNS. The neural plate and neuroectoderm 
cells are a rapidly dividing and differentiating population of 
cells with a unique and rapid heat-shock response. Heat shock and 
the heat-shock genes were studied during neural plate development 
in a whole rat embryo culture system at 9.5-11.5 days. A lethal 
shock can cause cell dt!ath and severe developmental defects to the 
forebrain and eye during organogenesis. Heat shock can also result 
in acquired thermotolerance whereby cell progression is delayed at 
the Gl/S and S/G2 boundaries of the cell cycle. This delay in cell 
cycle progression caused an overall lengthening of the cell cycle 
time of at least 2 hr. The heat shock genes may therefore function 
as cell cycle regulators in neuroectoderm induction and 
differentiation. The kinetics and expression of the hsp genes were 
examined in neuroectoderrnal cells by flow cytometry and Northern 
analysis. The levels of hsp mRNA 27, 71, 73, and BB were identified 

.. following exposure at 42 degrees C ( nonlethal J, 43 degrees C 
(lethal) and 42 degrees/43 degrees e (thermotolerant) heat shock, 
Examination of hsp gene expression in the neural plate showed tight 
regulation in the cell cycle phases. Hsp 88 expression was enhanced 
at Go and hsp71 induction at G2 + M of the cell cycle. Cells 
exposed to a thermotolerant heat shock of 42 degrees C induc:ed 
hsp71 mRNA expression in all phases of the cell cycle with the mRNI\ 
levels of hsp27, 73, and 80 increased but relati vely constant. 
Following a lethal heat shock, dramatic changes in hsp expression 
were seen especially enhanced hsp71 induction in late S pitase. The 
regulated expression of hsps during the cell cycle at various 
phases could play a unique and important role in the fate and 
recovery of neuroectoderm cells during early rnanunalian embryo 
development. 
MESH: Cell-Death; Cell-Differentiation-genetics; 
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TI: Transcriptional regulation in Drosophila during heat shock: a 
nuclear run-on analysis. 
AU: Vazquez-J; Pauli-D; Tissieres-A 

AD: Departement de Biologie Moleculaire·, Universite de Geneve, 
Switzerland. 
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ISSN: 0009-5915 
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LA: ENGLISH 
CP: GERMANY 
AB: We used a nuclear run-on assay as a novel approach to study the 
changes in transcriptional activity that take place in Drosophila 
melanogaster during heat shock. In response to a.rapid temperature 
upshift, total transcriptional activity in cultured KC161 cells 
decreased proportionally to the severity of the shock. l\fter 
extended stress at 37 degrees C (15 min or more), transcription was 
severely reduced, and at 39 degrees e most transcription was 
instantaneously arrestad. llowever, strikingly different responses 
were observed far individual genes. Transcription of histone Hl 
genes was severely inhibi ted even under mild heat shock candi tions. 
Transcription of the actin SC gene decreased progressively wi th 
increasing temperature, while transcription of the core histone 
genes ar of the heat shock cognate genes was repressed only under 
severe heat shock conditions. Transcriptional activation of the D. 
melanogaster heat shock genes was also investigated. In unshocked 
cells, hsp84 was moderately transcribed, while transcriptional 
activity at the other protein-coding heat shock genes was 
undetectable ( less than 0.2 polymerases per gene). Engaged but 
paused RNA polymerase molecules were found at the hsp70 and hsp26 
genes, but not at the other heat shock genes. Thc rates of 
transcription increased with increasing temperature wi th a peak of 
expression at around 35 degrees c. At 37 degrees e, induction was 
less eff icient, and no induction was achieved af ter a rapid shift 
to 39 degrees C. Increased transcription of the heat shock genes 
was observed within 1-2 min of heat shock, and maximal rates were 
reached within 2-5 min. Despite very similar profiles of response, 
different heat shock genes were transcribed at strikingly different 
rates, which varied overa 20-fold range. Thc noncoding heat shock 
locus 93D was transcribcd at a very high rate under non-heat shock 
candi tions, and showed a transcriptional response to elevated 
temperatures dífferent from that of protein-coding heat shock 
genes. An estimation of the absolute :ates of transcription at 
different temperatures was obtained. 
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Tl: E:nhanced thermotolerance and temperature-induced changes in 
protein composi tion in the hyperthermophi lic archaeon ES4. 
AU: Holden-JF; Baross-JA 
AD: School of Oceanography, University of Washington, Seattle 
96195. 
SO: J-Bacteriol. 1993 May; 175(10): 2839-43 
ISSN: 0021-9193 
PY: 1993 
LA: ENGLISH 
CP: UNITED-STATES 
AB: The hyperthermophilic archaeon ES4, a heterotrophic sulfur 
reducer isolated from a deep-sea hydrothermal vent, is capable of 
protecting i tself from thermal stress at temperatures above i ts 
optimum for growth. The thermotolerance of ES4 was determined by 
exposing log-phase cells to various lethal high temperatures. When 
ES4 was shifted from 95 to 102 degrees e, it displayed recovery 
from an exponential rate of death, followed by transient 
thermotolerance. When ES4 was shifted directly from 95 to either 
105 or 108 degrees e, only exponential death occurred. However, a 
shift from 95 to 105 degrees e with an intermediate incubation at 
102 degrees C also gave ES4 transient therrnotolerance to 105 
degrees C. The protein composition of ES4 was examined at 
temperatures ranging frorn 75 to 102 degrees e by ene-dimensional 
electrophoresis. Two proteins with molecular masses of 
approximately 90 and 150 kDa significantly decreased in abundance 
with inci-easing growth temperature, while a 98-kDa protein, present 
at very low levels at normal growth temperatures (76 to 99 degrees 
C), was more abundant at higher temperatures. The enhanced 
tolerance to hyperthermal candi tions after a mild hyperthermal 
exposure and the increased abundance of the 98-kDa protein at 
above-optimal temperatures imply that ES4 is capable of a heat 
shock-like response previously unseen in hyperthermophilic archaea. 
MESH: Archaeobacteria-chemistry; Bacterial-Proteins-analysis; 
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Heat-adverse-effects 
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•r: MAP kinase activation during heat shock in quiescent and 
•xponentially growing manunalian cells . 
. u: Dubois-MF; Bensaude-0 
.o: Genetique Moleculaire, URA CNRS 1302, Paris, France. 
:o: FEBS-Lett. 1993 Jun 14; 324(2): 191-5 
:ssN: 0014-5793 
•Y: 1993 
,A: ENGLISH 
:P: NETHERLl\NDS 
\B: In numerous cases of signal transduction, the mi togen-acti vated 
>rote in kinases ( MAP kinases) or extracell u lar regulated kinases 
.ERKs) are found to be activated by phosphorylations which result 
in electrophoretic mobility changes. l\ctivities of 111\P kinases in 
:ytosol ic extracts can al so be moni to red by the capaci ty of su ch 
!xtracts to phosphorylate myelin basic protein. These two assays 
~ere used to demonstrate that MAP kinases were rapidly activated 
luring heat shock of both quiescent and exponentially growing 
nanunalian ( hamster, rat, mouse and human) cells. Thus, the MAP 
1inase cascade is likely to also ensure heat-shock signal 
transduction and contribute to the regulation of the complex array 
lf metabolic changes designated as the heat-shock response. 
4ESH: Cell-Division; Cell-Free-System; Cells,-Cultured; 
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4ESH: *Protein-Kinases-metabolism 
rG: Animal-; Comparative-Study; Human-; Support,-Non-U.S.-Gov't 
PT: JOURNAL-ARTICLE 
RN: EC 2.7.1.-; EC 2.7.1.37; EC 2.7.10; EC 2.7.10.-
NM: glycogen-synthetase-kinase; Protein-Kinases; 
P r o t e i n - S e r i n e - T h r e o n i n e - K i n a s e s ; 
extracellular-signal-regulated-kinase-1 
AN: 93285334 
UD: 9309 

9!J 



TI: Expression of a phosphorylation-resistant eukaryotic initiation 
factor 2 alpha-subunit mitigates heat shock inhibition of protein 
synthesis, 
AU: Murtha-Riel-P; Davies-MV; Scherer-BJ; Choi-SY; llershey-JI~; 
Kaufman-RJ 
AD: Genetics Institute, Cambridge, Massachusetts 02140. 
SO: J-Biol-Chem. 1993 Jun 15; 268(17): 12946-51 
ISSN: 0021-9258 
PY: 1993 
LA: ENGLISH 
CP: UNITED-STATES 
AB: Protein synthesis is dramaticall y reduced upen exposure of 
cells to elevated temperature. Concordant wi th this inhibition, 
multiple phosphorylation and dephosphorylation reactions occur on 
specific eukaryotic initiation factora that are required for 
protein synthesis. Most notably, phosphorylation of the 
alpha-subunit of eukaryotic initiation factor-2 (eIF-2 alpha) on 
serine residue 51 occurs. To identify the importance of 
phosphorylation in control of protein synthesis, we have evaluated 
the effects of expression of a mutant eIF-2 alpha which is 
resistant to phosphorylation. Expression of a serine to alanine 
mutant at residue 51 of eIF-2 alpha partially protected cells from 
the inhibition of protein synthesis in response to hcat treatment. 
The overexpressed serine to alanlne 51 mutant subunit was 
incorporated into the elF-2 heterotrimer and was resistant to 
phosphorylation. These results are consistent with the hypothesis 
that heat shock inhibition of translation is nmdiated in part 
through phosphorylation of e!F-2 alpha. Express ion of the wild type 
or mutant e!F-2 alpha did not affect cell survival or induction of 
hsp70 mRNA upen heat shock, indicating that although eIF-2 alpha is 
a heat shock-induced protein, its increased synthesis during heat 
shock does not alter the heat-shock response. 
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TI: Effect of stress on protein degradation: role of the ubiquitin 
system. 
AU: Raboy-B; Sharon-G; Parag-HA; Shochat-Y; Kulka-RG 
AD: Department of Biological Chernistry, Alexander Silberrnan 
Institute of Life Sciences, Hebrew University of Jerusalern, Israel. 
SO: Acta-Biol-Hung. 1991; 42(1-3): 3-20 
ISSN: 0236-5383 
PY: 1991 
LA: ENGLISH 
CP: HUNGARY 
AB: Many factors which induce the stress response (heat shock 
protein synthesis) in eukaryotes also cause the formation of 
aberrant proteins. Such aberrant proteins are usually rapidly and 
selectively degradad in cells. Temperatura step-up accelerates the 
degradation of a subset of normally atable proteína. This effect is 
transient and is confinad to a narrow range of heat shock 
temperaturas above which proteolysis is inhibited. The time course 
and extent of proteolyeis elicited by a mild heat shock is 
consistent with data on the thermal trans1tions of cellular 
proteins. Biochemical and genetic evidence strongly supports the 
view that the ubiquitin system is primarily responsible far heat
or stress-damaged protein degradation in eukaryotic cclls. It still 
remains to be determinad how stress-damaged proteins are recognized 
by the ubiquitin system and selected for degradation. 
Ubiquitin-protein ligases (E3's) which attach rnulti-ubiquitin 
chains to proteins are thought to be responsible for the selection 
of proteins for degradation. Several species of E3 have recently 
been characterized. However, none of the known E3's seerns to fulfil 
the role of selecting aberrant proteins for breakdown. Heat shock 
proteins which are thought to repair unfolded or misfolded proteins 
probably have a complementary function to the ubiquitin system 
which destroys damage proteína. The relationship between the 

ubiquitin system and the regulation of heat shock protein 
synthesis, which is still not understood, is discussed. 
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TI: Heat shock protein response' 1 in phosphorus-deficient 
heat-stressed broiler chickens. · 
AU: Edens-FW; Hill-CH; Wang-S 
AD: North Carolina State University, Department of Poultry Science, 
Raleigh 27695-7635. 
SO: Comp-Biochem-Physiol-B. 1992 Dec; l03(4): 827-31 
ISSN: 0305-0491 
PY: 1992 
LA: ENGLISH 
CP: ENGLAND 
AB: l. During a cu te in vivo heat stress, a normal heat shock 
protein (HSP) response was not inducible in chickens deficient in 
inorganic phosphorus (P(i)-deficient). 2. Small quantities of HSP 
70 and HSP 90 were induced, but little or no HSP 23 was induced in 
P( i )-deficient chickens comparad to P( i )-adequate chickens. 3. 
Increased susceptibility of P(i)-deficient chickens to acute heat 
stress was attributed to their inability to produce an adequate HSP 
response. 
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TI: Heat shock response and thermal resistance in cultured human 
retinal pigment epithelium. 
AU: Wakakura-M; Foulds-WS 
AD: Tennent Insti tute of Ophthalmology, Uni ver si ty of Glasgow, 
Western Infirmary, Scotland, U.K. 
SO: Exp-Eye-Res. 1993 Jan; 56(1): 17-?4 
ISSN: 0014-4835 
PY: 1993 
LA: ENGLISH 
CP: ENGLllND 
l\B: The heat shock response was examined in cultured human retinal 
pigment cpithelium (RPE) using indirect immunofluorescence. Mild 
head shock (39.5-40 degrees C far 1 hr) caused no changes in cell 
morphology and cells continuad to produce the intermediate filament 
proteins, cytokeratin (keratin) and vimentin. In addition, cells 
subjected to mild heat shock demonstrated the prnsence of a heat 
shock protein (HSP-90). l\fter severe heat shock ( 45. 5-46 degrees C 
far 1 hr) most cells showed marked morphological changes and, in 
addition, HSP-90 and/or stress-induced 40 kDa protein production 
was significantly enhanced. The expression of vimentin was 
relatively well preserved whereas that of keratin was markedly 
reduced. When the more severe grade of heat shock was preceded by 
mild heat shock 20-24 hr earlier, the subsequent severe heat shock 
resul ted in less marked morphological change than in cells not 
preccnditioned and, in addition, the expressicn of both vimentin 
and keratin was relatively well preserved. Mildly heat shocked 
cells appeared to gain thermal resistance supporting the theory 
that the concomí tant synthetic capaci ty for HSP and normal cellular 
proteins contributes to thermal resistance. In doubly heat shocked 
cells, however, HSP-90 expression was not enhanced. The discrepancy 
between the expression of HSP and thermal resistance is discussed. 
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