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Tabla l.Abreviaciones o simbolos de los aminodcidos.



ANTECEDENTES GENERALES

La Transcripcion es el proceso mediante el cual una hebra de DNA sirve como molde para la
sintesls de una cadena de RNA y es un proceso que se basa en la complementaridad de !as pares de bases.
Esta calalizada por la enzima RNA polimerasa y consiste de \res.pasos fundamentales: la iniclacion que
comienza cuando |a RNA polimerasa se une al DNA, éste debe estar desenmollado y el desenrrollamiento es
un evento local que se inicla en el sitio en donde la polimerasa se une, La elapa de iniclacidn esta completa
cuando es incorporado el primer nucledtido ; para que esta Iniciacién se lleve a cabo se necesita una secuencia
de DNA ala que se le denomina Promotor y se encuentra anies del sitlo de Iniciacidn , este sitio de comienzo
o Iniclacién es en el cual se incorpora el primer nuclediido de |a cadena de RNA. Ef segundo paso es la
elongacion y se describe coma a fase durante la cual los nucledtidos son unidos covalentemente al extremo 3° ‘
de la cadena , las bases son adiclonadas a la cadena de RNA formando un hibrido de RNA-DNA en la regién
desenmollada . Esta elongacién invelucra el movimiento de la enzima RNA polimerasa a lo largo de corlos
segmenlos de DNA que son pasajeramente desenrrollados. E| vltimo paso es el de Terminacion en el cual
existe un punto en donde las bases ya no son adicionadas. Para el témmino de a transcripcién el complejo de
transcripcién debe separarse, €l hibrido RNA-DNA es inlerrumpido y la enzima y 12 cadena de RNA son
liberadas. '
. La iniclacién de 1a transcripcion es el punto critico del controf de la expresion de los genes ,
muchas veces el iniclar o no en un clerto promotor determina 5i ¢l gene puede ser expresado, Algunos
promotores pueden ser reconocidos por la RNA polimerasa por sl 5013, en estos casos esle tipo de promotores
accesibles slempre empezaran un transcrite; la disponibllidad del promolor puede ser determinado por
proteinas extemas, las cuales pueden actuar blogueando el acceso de la polimerasa o confrolando la
estructura de la regién del genoma. Existen olros promolores que no son adecuados por ellos mismos para la
transcripeion, entonces necesilan de faclores auxiliares para que la iniciacion ocurra .Los factores adiclonales
acluan mediante el reconocimiento de secuencias de DNA que pueden eslar cerca 0 coinciden parciaimente
¢on a secuencla de DNA a la que se une la RNA polimerasa . La informacidn para la funcién del promotor estd
dada directamente por la secuencia de DNA, es decir su estruclura es Ja sefial, ademés los prdmolores varian
en sus afinidades hacia la RNA polimerasa, esto puede serun factor importante para el contro! de Ja Iniciacion
y mds adelante la expresidn del gene. .

Las secuencias que se encuenlran antes del punto de Iniciacién son famadas ascendenles
(upstream), aquellas que se encuentran después son llamadas descendenles (downstream) ,asl la
transcripcidn va de derecha (upsiream ) a la lzquierda (downstream), las posiclones de las bases son
numeradas en ambas direcclones a partir del punto de inlciaclén ,que tiene el valor de +1, los nimeros se



incrementan hacla s derecha (direccion downstream); la base que se encuentra anles de! punto de nicio
tienen el namero de -1 y los nGmeros negativos se aumentan hacia la lzquierda (direccion upstream) . E
producto inmediato de la transcripclén es llamado el transcrito primario y consiste de un RNA que se extler;de
desde el promotor hasta el terminador perc es generalmente inestable y dificil de caraclerizar In vivo y es
modificado, en eucariotes, en los extremos con poliA para dar un RNA madtro (RNAm),

La mayoria de los promotores encontrados en mamiferos, pajaros, anfibios e insectos.
tiene una secuencia TATA , la caja TATA , enlre 19 y 27 pb upsiream del punio de comienzo, la secuencla
consenso consisle cast completamente de bases A-T, esta caja TATA liende a ser rodeada de secuencias ricas
en G-C y es casi identica a la caja TATA enconlrada en promolores baclerianos pero su focalizacidn es distinta
en lugar de estar a-10 estd a-25, o

Algunas secuencias cortas han sido Idemlﬁcadas dentro de Jos promolores y algunos factores
auxlliares se unen a ellas, Su locatizaclén es variable pero estan aproximadamente 40pb upstream de la caja
TATA, Es necesario hacer notar que la regién  que se encuentra alrededor de la caja TATA es necesaria para
una Iniciacidn precisa, ademas las dos reglones |, la llamada regién media localizada enlre -50 y -70 y ia
llamada regidn distal locallizada entre -80 y -110 son necesarias para una eficiente iniciacién. Las reglones que
5@ encuentran entre estas tres no estdn Involucradas en la funcién del promotor, la distancia entre estos tres
sitos suele ser mederadamente flexible; la separacidn entre los elementos que estAn mds hacla la izquierda
(direcclén upstream) puede ser hasta de 15 pb después de este valor llega a ser inulllizable y su distancla de
la caja TATA puede llegar a las 30pb , si sobrepasa la distancia el promolor es afectado. Los promolores in
Vivo parecen tener dos tipos de funciones: |a frecuencia de la Iniclacién estd Influenciada por la funcién
upsiream que es dada por los elementos distai y medio, ambos tienen probablemente algun efecto para la
unién de Ia polimerasa. La eleccidn del punto de comienzo depende de |a funcidn cercana de un elemento que
esté muy cercano al punto de inicio y que se encuenira ademas alrededor de la caja TATA; al ser suprimido
causa que e! sillo de Iniciaclén sea errdlico . Et papel de esta secuencia podria ser el de alinear a la polimerasa
para que &s! la iniciacién sea en el sitio correcto,

Para explicar cdmo un promotor que consiste de varios elementos funcionales separados
puede unirse a la polimerasa cuyo tamafo no cubre la extensién de la dislancia que ocupan estos elementos
existen dos modelos: el primer modelo plantea a una RNA pelimerasa que inicialmente contacta al sillo mas
alejado upstream y entonces se mueve hacia e! silic donde se encuentra el punto de inicio. El olro modelo nos
hace recordar que el DNA in vivo no es lineal, su compacla organizacién podria crear silios de
yuxiaposicion separados en la molécula duplex y los sitios de unién de 1a polimerasa aunque no sean
contiguos son doblados sobre la molécula por proleinas que los acercan a la polimerasa . Podemos decir que
el promotor contienen diferentes médulos y que cada uno tiene una funcidn dilerente, la funcidn de cada
médulo estd delerminedo por una secuencia consenso corla , aunque la secuencla que rodea a este nicleo
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puede influenciar su efectividad y las secuencias consenso son llamadas tedas “cajas’ ast como la caja TATA.
La caja CAAT es enconlrada en promotores de los genes da beta-globina y en el de TK ( timidina cinasa del
gendel virus del herpes), y estd conservada casi en todos los promotores, la secuencia consenso es; GGC (o
T) CAATCT. Otro elemento conservado es la caja GC la cual contiene ia secuencla GGGCGG, que se
presenta en muchas coplas y puede eslar en ambas orientaciones. Ubicando las reglones en el promotor ,
empezando en direccién upstream a partir del punto de inicio lenemos la reglén cercana en donde se encuentra
la caja TATA , Ia regién media conlienae a la caja GC y en la regidn alejada se encuentra |a caja CAAT y una
segunda caja GC, Jas dos cajas cajas GC tienen una orientacion opuesta, y la caja CAAT se encuenira en
orientacién opuesta a | usual y pueden funclonar en ambas orientaciones,

Los factores de transcripcidn reconocen secuencias consenso particulares,

Las protelnas que son parte del aparalo transcripcienal {proteinas que son necesarias para
Iniclar ta transcripcién )} pueden ser divididas en tres grupos: Las subunidades de la RNA polimerasa Il son
necesarias para {odas las etapas de [a transcripcién, pero no son especificas para promolores individuales. Los
factores de transcripcidn se pueden unir a la polimerasa cuando ésta forma un complejo de iniclacion aunque
no sean parte de la enzima libre, estos factores son necesarios para la iniclacién de |a transcripcion en todos
los promotores, Los factores de transcripclén se unen a secuenclas especificas en los promotores blanco.

Los extractos celulares totales (Manley y cols 1980 ) y citoplasmaticos o S-100 (Well y
cols. 1878) se han fraccionado para Iratar de purificar los faclores involucrados en el proceso de transeripcion,
Malsul y cols . (1980) a! fraccionar el extracto S-100 por cromatograffa, identifica 4 componentes (lIA, IB, lIC y
1) que son requeridos para la iniciacidn precisa de la transcripcién del promotor tardio de adenovirus-2 . Mas
tarde, Samuels y cols. (1882), realizan un fracclonamiento andlogo al descrilo por Matsul, pero con el exiracto
celular total { Manley) encontrando que se rfequieren lres fracciones (AB, CB y DB) para la transcripcién
precisa. Por otra parte Dynan y Tjian (1983 a) &l utilizar un método nuevo de fracclonamiento, y partiendo de
un extracto total de células Hela encuentran fres componenles que son necesarios para la iniciacién de la
{ranscripclén : 1) un componente &l que se denomina 'Spi, que es especilico para la transcripcién del promotor
temprano y tardlo de SV40, 2) el segundo componenie llamado Sp2 es un faclor general, que es necesario
para la transcripcién de otros promotores y 3) el tercero comresponde & la fraceidn que conlienen a la RNA
polimerasa Il end6gena. Recientemente se ha fogrado una mayor purificacién de los factores involucrados en 1a
Iniclacin especifica de !a transcripcién y en algunos casos se ha caraclerizado parcialmenle su funcién. Por
ensayos de reconstituclén, se ha logrado Identificar al menos cinco faclores necesarlos para la inlciacién de la
transcripclén, dirigida por el promotor tardio de adenovivus. Basados en [a nomenclalura utilizada por Relnberg
y cols. (1987) estos factores son TFITA, TRItB , TFID, TFIE, y TFIIF
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TFIIA ha sido purificado parciaimente 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) lienen caracteristicas similares al faclor TFIIA,
El factor STF ha sido purificado de células HeLa y de limo de lernera, tiene un peso molecular aproximado de
34 kd. y se propone que puede ser la proteina actina ya que los anticuerpos antl-actina reaccionan con el factor
citado. TFHA y TFIID forman parte del complejo de iniclaclén. TFIIB tienen caraclerislicas stmilares a los
factores CB1, BTF3 y alfa, es un factor que ha sido parcialmente purificado, y tiene un peso de 28 kd. La
proleina forma un complejo con TFIIE (conteniendo TFIIF) el cual es requerido para los estadios finales de
fa formacidn de! complejo de preiniciacién. TFIID es conocido también como DB y BTFI y tiene un peso
molecular de 120 a 140 kd ha sldo parcialmente purificado de células Hela . Se une a la region de la cala
TATA yjunto con TFIIA forman un complejo, el cual es aparentemente necesario en el periodo Inicial de la
formacidn del complejo de preiniciacion, Los ensayos de prateccion con TFIID y DNAsa, muestran una region
protegida de -40 a +35 pb en el promotor tardio de adenovirus y de -35 a -19 en el promotor de |a proleina pcht
( proteina chogue térmico) 70 de humanos; Saltzman y Welnmann (1989) sugieren que probablemente existan
diversas formas de TFIID o bién que TFIID interactia de manera diferencial con los diferentes promatoses,
TFIIE es simifar a CBIl y BTFIl y tienen un peso molecular de 60 kd ,dicho faclor esta involucrado en la fase
tardia de la formacién del 'complejo de preiniciacion, TFIIF es probablemente similar a BTF y esta compuesto
de dos protelnas de 30 y 82 kd, La actividad de TFIIF se encuentra en un complejo de 70-90 kd, y particlpa en
la formacién del complejo da preiniciacién en su etapa lardia ; asimismo, se ha enconirado que TFIIF
contienen una proteina denominada RAP 30 1a cual aparentemente Interactia con la RNA polimerasa I,

Los cinco faclores menclonados anteriormente Interactian junto con la RNA polimerasa Il y forman un
complejo de preiniciaclon (Sallzman y Weinmann 1988).

TFNS o Sl es un factor involucrado en la elongacion de cadenas de RNA , con peso molecular de 38-42 kd ha
sido purificado de tumores asciticos de ratén y de time de temera; es capaz de esimutar la transcripelén no
especifica por RNA polimerasa I purificada, La proteina SI! cosedimenta con la RNA polimerasa |l cuando se
analiza en gradiente de glicerol, lo cual sugiere que existen interacciones proleina-proteina implicadas en la
estimulacion transeripclonal. Por estudies de cinética Se ha enconlrado que el factor 1IS afecta la eficiencia
con la cual la RNA polimerasa atraviesa regiones especificas de pausa, es por elio que la funcitn que se le
alribuye a esle faclor es la de interaccionar con el complejo de iniclacion y sobrepasar los silios de pausa de fa
transcripcion (Rappaport y cols. 1988;Reinberg y Roeder 1987). Ademds del faclor antes mencionado, se
requiere de la actividad de la RNAsa H y topoisomerasa 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 reasocien nuevamenle y la burbuja de transcripcién continlde avanzando, También se ha enconirado
por ensayos de transcripcidn In vitre e in vivo que la iniciatién y elongacion de cadenas de RNA ocurre en

presencia de nucleosomas (Beard y cols, 1982).,
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Cuando miilliples factores se unen, sus inleracciones con el promotor pueden ser de cooperalividad, es declr,
que Ia unién de un factor pueda ayudar a otro para unirse lamblén y debemos pensar que sus interacciones en
el promotor hacen posible una estruclura tridimensional que junto con la RNA pelimerasa cohsfituyan el
complejo de iniciacion. Existen factores que son necesarios para la transcripcion en general como los
anleriores y hay olros que regulan la transeripcidn de algunos grupos de genes en parlicular y tenemos como
ejemplo a los genes de la respuesta al choque 1érmico o heat shock,

La respuesta choque térmico es comin en una gran variedad de eucarionles y procariontes e involucra
muchos controles en cuanto a la expresion de los genes; un Incremento en fa temperatura apaga Ja
transcripcion de algunos genes y prende la lranscripcldn de los genes choque 16rmico , v puede causar algunos
cambios en la traduccién de RNAsm. Los genes cht de los eucarioles poseen una secuencla consenso de 15pb
comente amiba de! punto de Inlc;lt;. el factor de transcripcién chi (HSTF) estd activo s6lo en células que han
sido tratadas con choque (érmico, este faclor se une a un sitio que esté dentro de la secuencla consenso de
choque témmico; 1a activacidn de este factor por consiguiente proporciona un medio de iniclar la transcripeién
en el grupo especifico de genes que conlengan la secuencla blanco apropiada en su promotor.

Los faclores de transcripcién eucariolices pueden tener una amplia variedad de especificidades, los més
comunes son probablemente aquellos necesarios para el reconocimiento de todos los promotores que
contengan cajas TATA. Los menos comunes podrian ser 1os factores empleados para prender la transcripelén
de pequeilos grupos de genes que estén especiafizados en la respuesta a algunas seitales especificas. Asf los
factores van de componentes muy comunes del aparato transcripcional & proteinas regulalorias poco
comunes,

Un gene puede ser regulado por una secuencia en el promolor que es reconocidd por una protelna
especificala proteina funclona como un factor de transcripeldn necesario para que la RNA polimerasa 1o
reconozea y se una y comlence su funcidn ; este factor sblo estd disponible cuando el gene va a ser
expresado, su ausencla asegura que el promotor no va a ser usado,

Cuando un promotor esté regulado en mas de una manera, cada evento regulador puede depender de su
unidn a su propla proteina & alguna secuencia en paricular. 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
temperalura normal; analisis por deleclén muestra que las secuenclas de -49 a -B5 son necesarias para la
iniciacion durante el chogue térmico, mientras que las secuencias upsiream de -341 son necesarias para fa
expresién en el ovario. Los promotores eucaridticos no suelen actuar solos, en algunos casos Ia actividad de
un promotor es incremenlada por la presencia de olra seuencia conocida como aumentador o aclivador
{enhancer); un aclivador se dislingue de un promotor por dos caracteristicas: su posicién no es fija y puede
funclonar en ambas orientaciones, no est4 restringido para auxiliar a un promotor en paricular, pero puede
estimular a cualquier promolor que estd en su vecindad, El aumentador de SV40 estd localizado en una region
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TF1ID reconoce y se une a la caja TATA, este es el primer factor

que se asocia al promotor.
(Tomado de Zawel y Reinberg. 1993).



del genoma que contiene dos secuencias Identicas de 72 pb repetidas en tandsm aproximadamenie 200 pb
upstream del punto de iniciacion de la unidad transcripclonal ; estas repeliciones de las 72 ph se encuentran en
una regién que tiene una estructura inusual de nucievoproleina. aparenleinenle es luna esluclura que estd
mas expuesta que las demés, El mapeo por supresién mueslra que una de estas repeticiones es adecuada
para soportar la transcripcion normal, pero la supresidn de ambas repeliciones reduce de manesa notable |a
transcripcién In vivo, Este aclivador tiene una  caracteristica muy pecualiar, por experimentos de
feconstruccién en los cuales la Secuencia de 72 pb es removida del DNA e insertada en cualquler olro fugar
ruestran que la transcripcidn normal puede lievarse a cabe si el activador se presenta en cualguler lugar y a
distintas distanclas de! promotor; si el gene de |a beta-giobina se coloca en una molécula de DNA que contiene
una repelicién de 72 pb, su transcripcion se ve Incrementada in vivo mas de 200 veces y ésto ocure aln a
pesar de qué la secuencla se encuentra a ms de -1400 pb (upstream) o a +3300 pb {downsiream) del punlo.
de Iniclo. La secuencia puede ser invertida y reemplazada y aln bajo estas condiclones sigue funcionando.

Los aumentadores pueden fener estructuras modulares; el activador de SV40 puede ser separado en dos
mitades que son activas cuando son separadas por clerta distancla. Los anélisis mutacionales identifica tres
dominios: la mutacién de cualquler deminio inactiva al aclivador, pero puede ser reverida duplicando
cualquiera de 1os 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 Ia combinacién de un nimero
suficiente de dominios de tipo sllvestre,

Los modetos que explican cémo los activadores pueden estimular la Iniciaclon y estar en cualquier lada y a
“cualquier distancia , son: un aumentador podria camblar [a estructura en conjunto del templado - por ejemplo,
por medio de la influencia de la protelna- DNA en la organizacion de la cromating, 0 cambiando fa densidad del
superenmoliado, Contra esta idea estdn los resultados que demuestran que los aclivadores continuan la
funclon bajo condiciones en que el superenrrollamiento no puede ser propagado a lo largo de la doble hélice,
Todos los aumentadores caraclerizados incluyen un intervalo de residucs altemados de pirimidina-purina, con
una forma parecida a la de Z-DNA; una posibilidad es que los aclivadores funcionen formando un Z-DNA de
corta longilud, un efecto esiructural de esta naturaleza explicarla porqué el aumeniador puede afectar a un
promotor estando en cualquier lado,

Siun activador d4 un sitio de fijacién, podria ser responsable de 1a localizacién del lemplado en algdn lugar en
particular dentro de ia célula, por ejemplo, fijandola a una malriz nuclear.

Un aumentador podria suministrar un sitio de enirada bidireccional, un punto en el cual 1a RNA polimerasa I}

se asocla con la cromating,

Existen elementos similares a los activadores, ifamados secuencias aclivadoras de corriente arriba { upsiream
activalor sequences UAS) pueden funclonar en cualquier orientaci6n, a distanclas vatiables corriente arrba
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Pig.3. Modelo de la asociacion de la RNA polimerasa Il en conjunte con
TFIIF,reconoce el complejo DAB o el DB-DNA generando las ascciaciones o
complejos DAB-Pol¥ o DB-PolF.

{Tomado de'Zawel y Reinberg. 1993).
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del promotor , pero no pueden funclonar cuando est4n en posiciones corriente abajo, tienen un papel regulador
Las UAS estdn unidas por proteinas reguladoras que activan a los genes. Si un sltio ligado por olra proteina o
una secuencia que causa la transcripcién hasta su término es introducida entre las UAS y el promotor del
gene, el efecto activador es abolido. Esle hecho puede concordar con el modelo de rastreo en el cual algunas
proteinas, tal vez la RNA polimerasa Il , fisicamente 5¢ mueve al promalor de una manera sensible a bloques
fisicos { hechos por olras protelnas ) o a seflales reguladoras (para terminar ¢l desplazamiento),

El campo de la investigacion florecié hace ya 13 aos cuando los procesos de transcripcidn fueron
duplicados primeramente en sistemas libres de células reconstituidos con extractos celulares crudas (Well y
cols. 1978). En el trabajo de Zawel y Reinberg (1993) y en sislemas subsecuentemente desamollados llegé a
ser muy claro que la precisa transcripcién de la RNA polimerasa Il es completamente dependiente de la
presenda de un promotor (Manley y cols. 1980). Ha llegado a ser claro que tas secuencias del templado de
DNA actiia como sefial que dirije a los factores de transcripcién y a la RNA polimerasa al sitio de iniclacién,
Cualro clases de elementos cis han sido identificados en los promotores en los genes de clase dos. La caja
TATA y la regién Iniciadora (Inr) constiluyen los primeros elemenlos de esta clase y son considerados como
los elementos minimos de un promotor tno 0 ambos parecen estar presentes en todos los genes codificadores
y cada uno es Independientemente capaz de dirigir Ja formacién de un complejo competente de transcripcidn,
La RNA polimerasa y los factores generales de transcripcidn colectivamente conocidos como la maguinaria
basica de la transcripcion funclona sobre estos elemenlos minimos del promolor, Las olras dos clases,

" glementos de Secuencias consenso (los cuales son reconocidos y unidos mediante proteinas unidoras
especificas del DNA) y aclivadores, son considerados elementos variables, ya que su presencia o ausencia y el
onden particular de su arreglo es especifico del gene. La combinacion de todos estos elementos <is le dan al
promotor su fuerza caracteristica,

La subunidad més grande de la RNA polimerasa |l conlienen un inusual dominio carboxi-terminal
(DCT) que consiste de muitiples repeticiones de la secuencia consenso tyr-ser-pro-thr-ser-pro-ser . Tal dominio
no estd presente en la RNA polimerasa procariética o en la RNA Polimerasa 1o Ill de eucarionles. La longitud
de Ia repeticlén parecer eslar comelaclonada con la complejidad gendmica del organismo, Debido al alto
conlenido de residuos de treonina y serina en el heptapéplido, el DCT puede ser allamente fosferilado como
resullado de esta fosforilacion la subunidad més grande de la RNA polimerasa Il puede ser resuelta en dos
formas mayores en geles de poliacrilamida SDS, la forma llamada 110 fiene |a més baja movilidad de 240 Kd y
conliene al DCT en su forma fosforilada. La forma A de 215 Kd, no fosforilada, y probablemente un producto
primario de traducclén In vivo, Una tercera forma 11B de 180 Kd carece completamente de el DCT y se plensa
queesun arlefaclo proteolilico de purificacidn,
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Fig.4. Formacidn del complejo de preiniciacidn en promotores
gue contienen una caja TATA. El modelo esguematiza el

orden del ensamblaje de losg FGT y la transicidn de la
iniciacidn a la elonyacién.es mediada por la cinasa DCT.
bste modelo indica que la forma no fosfocilada IIa de

la polimerasa, se asocia con el couplejo de preiniciacién.La
accidn de la cinasa es un evento que activa al complejo.
{Tomado de zawel y Reinbery.)993)
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Una posible funcidn para el DCT podria ser la mediacion de de la activacién de |a transcripclén
por medio de reguladores corriente arriba ; en colaboraclén cén Y. Alonl (del, Institulo Wigzmann) Zawel y
Reinberg ( Zawe! y Reinberg 1993) han demosirado que el DCT especificamente interactia con TFIID (Usheva.
y cals, 1992). Altemnativamente otros han demosirado que el DCT es innecesario para el factor Sp1 (Zehring y
Greenleaf 1990) en experimentos de activacién In vitre. Tal vez el DCT es un mediador para la eslimulacién de
solo un subgrupo de activadores, o solo en el contexto de un subgrupo de promolores especificos; existen
datos { de Zawel y Reinberg asl como de Famham, articulo no publicado) que indican que el requerimiento
para el DCT en transcripcidn basal puede ser delerminado por el promotor ulilizado, y mas especificamente por
la clase de bloque iniciador que este presente. Olro punto de vista sostiene que el OCT puede actuar para
remover O para superar los efeclos de los factores que regulan negativamente Ia transcripcion (Peterson y cols,
1991) ; hay evidencla fisica que sugiere que ¢l DCT puede Intercalarse con el DNA de manera nb' especifica
(Suzuki 1990) tal actividad podria fortalecer la unién de la RNA polimerasa Il y /0 fa establlidad del complejo de
fniciacldn, tal vez la fosforilacién del DCT libera la inleraccién DCT / DNA, facilitando asl 1a iransicién de la
Iniciacién a la elongacién (Corden 1890). Dahmus y Laybourn (1980) encontraron que: (1) la forma no
fosforllada IlA establemente se asocia con el compleje de preiniciacion, (2) la forma 11O puede ser alslada de
los complejos de elongacion, y (3) la converston de RNA pol 1A a RNA pol 110 ocurre antes de la formacién de
la primera uni6n fosfodiester,

Recientes Investigaciones $e han propuesto identificar la protelna celular cinasa que modifica el
DCT. Dahmus y Layboum (1990) propusieron que la cinasa DCT podria ser uno de los factores generales de

‘ transcripeidn presentes en el complejo de preiniclacion . Fué recientemente encontrado que el factor TFIH
contlene una aclividad cinasa DCT, aclividad que es draslicamente estimulada por factores que dirigen a la
polimerasa al factor TFIIH hacia el promaolor,

Slete son los factores , llamados factores generales de transeripcién (FGT), que han sido
caracterizados, de estos siete factores solo uno,TFIID, contienen activided de unlén con el DNA con
especificidad por la caja TATA. Los otros factores y la RNA polimerasa entran al clclo de {ranscripcidn por
Interacciones proteina-protelna,

TFIID. Los anélisls que se han hecho sobre esle factor desde 1984 {Davison y cals. 1983, 'Flre y
cols, 1884, Reinberg y cols, 1987) y en 1988 con e} descubrimiento de que el factdr TFIID de levadura podia
reemplazar al TFIID de humano y soportar niveles basales de iranscripcion (Cavallini y cols, 1988, Buratowski
y cols, 1988) gularon a establecer las siguientes caraclerlsticas de este factor: 1) La region conservada C-
terminal de TFIID contiene una repeticién de 78 aminoécldos que proveen a la molécula de un elemento de
simetria. Esto puede ser importante en el reconocimiento de una caja TATA sin orientacidn, £ area entre estas
repeliclones podria estar involucrada en el conlacto con TFIIA (Buratowskiy Zhou 1992) .2) Un nicleo béslco
central con una abundancia de lisinas (120-156); esta region liene el potencial para formar yna o-hélice con
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FACTORES FACTORES PROPIEDADES
HASTA HASTA
1989 1993
TFIID TFIID abundancia de Lfs
homologfa con sigma.
TFIIB TFIIB blogue de 76 a.a.
IFILF TPILF RAP30 y RAP 74,
TFIIE TFIIE es esencial para la
transcripcidn exac-
ta,heterodimero de
34 y 56 Kd.
TFIIH actividad cinasa,
TFIIA TFIIA contiene a TFIIJ.
IFILJ reconoce y se aso-

cia sdlo con el
complejo DBPolFEH,

Tabla 3.Factores de Transcripcidn.
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todos los residuos béslcos orientados en un lado, sugiriendo una union af DNA o bien un papel de interaccion
protelna-proteina, 3) Una homologla al facter slgma (197-240) ; ésta reglon sopoda una secuencla similar a la
porclén del factor sigma que Interactda directaments con el elemento 10 de los promotores bacterianos, EIN-
terminal no esté conservado en las dlferentes especies: 1) la caracleristica mas notable es la porcién de 38
glutaminas consecullvas que se encueniran en la pare cenlral de este dominlo en humanos. 2) Un tripéplido
Pro- Met- Thr es repelido 5 veces en humanos y cuatro veces en Drosophila ( esté ausents en levaduras) que
s8 encuentra cerca de la unidn o empalme entre el dominio amino-terminal y el nicleo bésico, Los anélisls
mutacionales demuestran que en leveduras, Drosophila y clonas humanas, el dominlo C-lerminal allamente
conservado es suficlente para proveer la unién del DNA a la caja TATA y aclividad basal transcripclonal
(Horikoshl y cols. 1680, Peterson y cals. 1890, Hosy y cols. 1890). Aparentemente esta porcién de Ia proteina
es suficlente para 1a formacion de un complejo activo de transeripeion, Zhou y cols ( Zhou y cols. 1881) han
demostrado que: 1) el dominlo carboxy-termiinal del TFHD de levaduras es suficiente para la viabilidad de la
télula pero que 2) una regidn 4cido del amine-tesminal es requerida para una respuesta ranscripcional para la
eslimulacién corriente amiba del factor y e! crecimiento normal de la célula. Ef TFIID humano es pare de un
gran complejo de protelna {Reinberg y cols. 1887). La sedimentacidn por gradiente de glicerol y e anélisis por
Inmunoprecipltacidn Indican que TFIID existe en la célula como un complejo multiproteinico con al menos sels
pollpéptidos con masas de 32 a 150 Kd (Dynlacht y cols. 1991). En el ensamblaje Inicial del complejo, |a unidn
de TFIID & la caja TATA parece ser el primer paso, el complejo TFID- DNA provee el silio de reconocimiento
para la asociaclén de otros factores generales de transcripgién { FGT) y la RNA polimerasa | (Buratowski y
" cols. 1889, Maldonado y cols. 1990). La protelna unida a TATA (PUT) parece tener ta habilidad de Interactuar
con muchos faclores, dos factores que llevan a cabo [a {ranscripcidn basal, TFIIA y TFIIB probablemente
inleractdan con el dominio conservade de TFIID.

TFUB, Esle factor tiene una masa molecular de 33Kd, la secuencia de nucletidos de el TFIIB humano
pronostica up marco abierto de lectura que codifica a un polipéptido de 316 aminoAcidos con una masa
molecular calculada de 34.8 Kd. Anétisis para RNA en gel y de transferencla para proteinas indican que un solo
gene humano codifica para TFIIB; este factor tiene un bloque repelido de 76 aminodcidos en el carboxi-
terminal en la mitad de ta proteina, estas repeticiones son requeridss por TFIIB para asociarse con el complejo
TFUD-TFIIA (complejo DA) (Ha y cols. observaciones no pubticadas), en los 20 aminodcidos que Separn a
este bloque de repeticiones, existe una regidn que sosliene una ciera famifiaridad al factor sigma de
procariotes; lambién empalmado enlre eslos bloques de repeticlones se encuentra un dominio de 15
aminoAcldos con un potenclal para formar una o hélice que conliena 10s reslduns higrofébices a Jo largo de un
lado y residuos basicos cargados a 1o largo del olro.

TFIIF. Cuando Greenblatt y sus colaboradores fracclonaron exiraclos derivados de time de lemera o de células
HeLa en columnas que contenfan RNA polimerasa Il inmobllizada , alslaron res proleinas asociadas a la RNA
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(TATA joeecelfl ii[

Fig.5. Formacidn del complejo de iniciacidn en promotores

sln caja TATA. A la derecha un promotor sin caja TATA, j
|
i

a .la izguierda un promotor con caja TATA. A la derecha

la polimerasa se une debiltiente al iniciador (Inz) y esta
unidn provee un sitio de anclaje para los otcos FGT.
{Towado de Zawel y Reinbery. 1993).
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polimerasa Il: RAP30, RAP74 y RAP38 (Sopla y cols. 1985). RAP 38 es equivalente a TFIIS, también
canoclda como Sil, un facter de elongacién que afecta Ia eficiencla a la cual RNA polimerasa Il pasa a través
de los sitios de pausa (Sekimizu y cols. 1979, Reinkerg y Roeder 1687, Rappaport y cols. 1887). TFIIF fue
purificado & homogeneldad de exiractos nucleares usando un ensayo funcional de transcripeién, y los
polipéplidos 30 y 74 Kd fueron inmunclégicamente Idénticos a RAP30 y RAP74 (Flores y cols, 1888, Flores y
cols 1890), TFIIF tlene una eparenie masa molecular de 220 Kd, esto suglere que exisle en solucién como una
estruclura o 2 2 y adem4s de ser esenciaf para la fnictaclon de fa transeripclén, TFIIF tiene la habflidad de
estimular la elongacidn (Bengal 1981). La secuencia de RAP30 es rica en residuos bésicos y conlienen varios
bloques Interesantes:1) la porcidn central de RAP30 de 249 aminoécidos (residuos 93-165) es homdloga a las
dos reglones no cantiguas del factor sigma 70 de E. coli. 2) la pordldn amino terminal da la prolefna (residuos
36-42) caracteriza un nucledtido consense en un blogue de unién, 3) la regién carboxy-terminel tignen un
dominio homélogo al factor sigma 70 (residuos 164.174). RAP30 y RAP74, ambas subunidades de TFIIF son
fosforilables y la subunidad més grande estd extensivamente fosforiiada In vivo.RAP74 contiene un dominio
globular en el N-terminal, un dominio central altamenie cargado que conliene grupes de residuos Acldos y
bésicos, y un dominlo globular C-terminal el cual Incluye dos blogues Interesantes: el primero es una region
débit de homologla con un subdominio (repisn V) presente en 1a RNA polimerasa | de levaduras y en ofras
polimerasas de eucarioles, la funcién de esla regién es desconocida. El olro blogue es una regién de
homologla a la unién en lazo de fosfato de |a timidina kinasa . El factor TFIIF parece tener un papel critico de
asoclaeldn con 1a RNA polimerasa |l y entregando la enzima al ensamblaje del complejo de preiniclacion sobre
" el DNA. Buratowski y cols, han propuesto que la RNA polimerasa puede asoclarse directamente con el
complojo DAB (Buratowski y cofs. 1988), sin embargo, tuando faclores altamente purificados o recombinados
son usados, ni TFIIF ni la RNA polimerasa | pueden unlrse al complejo DAB solos (Flores y cols. 1991), La
formacién del complejo DB-polF o DAB-PolF proveen el fundamento para que se asocien los faclores restanies
requeridos para Ia transcripclon basal TFIE,TFIIH, y TFII,
TFIE. Este factor copurifica con TFIF y con TFIIH; Ia purificactén evenlual de TFIIE resulld en las siguientes
observaciones :1) TFIIE es esencial para la exacla transcripcién In vitro de promotores de clase |1 ;2) Ia
aclividad copurifica como un heterodimero de 34 y 56Kd , y la estequiometifa parece ser 1:1, 3) los analisls
por fillracién de gel indican que el faclor parece existir en solucidn como un tetrdmero, con una masa aparenie
de 200 Kd (Okhuma 1991,Inosiroza y cols 1991). Ei ensamblaje de TFIIE en el complejo de Iniclacién ocurre
después de la asoclacidn de RNA polimerasa J/IIF con ¢l complejo DAB (Incstroza y cols. 1981). Las
secuenctas de las dos subunidades de TFIE p 34 y p56 no estdn cercanamente relactonadas a ninguna otra
proleina, en ambas subunidades, sin embargo, hay varios bloques que pueden dar algunas claves de!
funcionamiento de TFIIE; la subunidad de 56 Kd es allamenie 4cida, mientras la subunidad de 34 Kd es
altamenle basica, y hay una extensidn de reslduos &cidos en la regién correspondiente de p34, De acuerdo
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con las ehservaciones se sugiere una Interacclon de TFIIE con la polimerasa Il y otros FGT, en el pS6 hay una
secuencia con un potenclal para formar una a- hélice anfipalica con un grupo de residuos bésicos en una cara
y los residuos hidrofébicos en la ofra. La p56 contienen un grupo de residuos de cislelna araglados de acuerdo
al sipuiente patrén CX2CX21CX2C, patrones simllares de dedos de zinc {zinc-fingers) han sido encontrados en
protelnas de unidn a dcidos nucleicos como !a familla de receplores de hormanas y esteroldes, Spl y olras, La
subunidad p58 contienen una regién con homologla a la secuencla consenso presente en ¢l lazo catalitice de
varlas cinasas, cinasa RAF1, clnasa Src elc,, este bloque es especialmente similar al dominfo comiin en a
familia de proteines kinasas C.Aunque la subunidad de 58Kd no tienen le secuencla consenso para la unién de
nucleotidos, hay un blogue en p3d que es similar a la sitio de unién de nucledlides presente en la proleina de
resistencla a drogas (Chen y cols.1086) ; existen estudlos previos que sugleren que TFIE contiene una
aclividad de ATPasa(Sawadogo y Roeder 1984).La asoclacién de TFIIE con el complejo de preiniclacién
requiere del complejo DAB-PalF, y da osigen al complejo DAB-PoIFE, esto provee el fundamento de [a
asoclacién de TFIIH.

TFIIH.Cusndo las preparaciones de TFIIF fueron purificadas por cromalografia de fenil-superose, una actividad
previamente sin caraclerizar y con nive! esenclal basal de transcripclén fue descublerta {Flores y cols, 1882) .El
perfil de elucién de esta actividad (lamado TFIIH, es distino de TFIF como se determind por anélisis de
Western blot usando anticuerpos contra RAP30 y RAP74, El factor TFIIH es requerido para la lranscripelén de
algunes promotores de clase |1, incluyendo los de Hsp 70, Ad-MLP y Ad-IVa2. El factor TFIIH eniran en el
complejo de prelniciacién después de TFIIE y antes de TFINJ, Reclenlemente se ha detectado una activided
inasa asociada & TFIH que puede fosforilar el DCT de RNA polimerasa Il (Lu y cols. en prensa 1892).

TEIIA, Este faclor ha sido uno de los més controvertidos, en un principio de pensé que era una proteina
llamada aclina pero en estudios recientes de Relnberg y cols (1887) se logr6 separar la aclividad de TFIIA de
la actina. Subsecuentemente han sido descritas preparaciones de TFIIA libres de aclina.La masa de TFIIA fué
esitmada en 84 Kd, mas tarde usando cromatografta de afinidad a TFIID, el factor TFIIA fué alslado como un
heterotrimero de 34, 19 y 14 Kd (Corles y cols. 1892) , en 1991 se repold la acviividad de TFIIA de célufas
HeLa que contenfa un solo pollpéptido de 38Kd , famblen se purificé TFIIA de extraclos de germen da trigo
reportdndose un solo polipéplido de 35 Kd. TFIIA ha sido reclentemente purificade coomo un helerodimero de
32 y 13.5Kd de 8. ceravisiae (Ranish y Hahn 1981); Para complicar més el perfil de este faclor, se ha
reporlado un factor TFIIG como un faclor especifico esencial de Iniciacién que puede ser parcialmenle
reemplazado por TFIA (Sumimolo y cols; 1980), esle factor TFHG es requerido en ausencia de TFIIA y no fue
reportada la composicion de polipéplides para TFIIG. Cortes y cols. en 1992 enconlraron que el factor TFIIA
puede ser separado en s actividad en dos diferentes TFIIA y TFIL: TFIIA estd compueslo de tres polipéplides
de 34,10y 14 Kd.TFIIG parece ser una combinaclén de TFIIH y TFIN, En la formacldn de los complejos, TFIIA
se puede asoclar con el complejo TFIID-DNA, ademés TFIIA se puede asociar con fodos los Intermediarios del



complgjo de preiniciacién :DB,DB-PolF,DB-PolFE etc. Estas observaciones , Junto con el descubdmiento de
que TFHIA no es requerida para |a transcripcion cuando las proteinas de unién del aparalo transcripeional son
usadas en lugar del TFHID natlvo, sugirendo que la asociacin de TFIIA con la regién del promotor no es
necesaria para la formacién de un compelente complejo de transcripclon. TFIN en la olra mano, es requerido (
cuando las protelnas de unidn son usadas) y es el Gltimo factor en enlrar al complejo de prefniciacitn;el factor
TFIIY reconoce y se asocia solo con el complejo DB-PolFEH, resultando en la formacién del complejo OB-
PolFEHJ.
Complejos de prelniciacion y de Iniciacién. Siete diferentes factoses prolelcos , ¢n adicién a la RNA polimerasa
Il opsran via ¢l elemento TATA para modular la franscripci6n basal : [ID,IIAIIB,IIF,1IE,ilH y Il.La transcripcidn
85 comenzada por el ensamblaje , sobre el DNA conteniendo el promotor, de tedos los factores de una manera
ordenada; TFIID es e} primer FGT en asoclarse al promotor ya que es (nico factor que posee aclividad de
unién al DNA., TFIIA se puede entonces asociar con el complejo D-DNA tamblén como con los inlermediarios
subsecuentes, 'a formaclén del complejo DA esld caracterizado por  un Incremento en la region prolegida
del corte con DNAasa (TFHID proteje una region de 20 nucleotidos alrededor de la caja TATA de -38 a -17),
TFIB se asocla con el complejo DA-DNA, resultando en Ia formacion de un complejo DAB (Buralowskl y cols,
1989, Maldonado y cols, 1890), (a sigulente entrega al complejo prometor-DAB es por medio de TFIIF. Los
estudlos de Flores y cols,(1981) demuestran que la asoclacién de la RNA polimerasa (I con el complejo de
preinicacion es eslrictamente dependiente de TFIIF. De acuerdo con el modelo propuesto por Dahmus (Payne
y cols. 1969), 1a forma [IA (no fosforilada) de la RNA polimerasa ! €5 més eficlentemente Incorporada en el
) ensamblaje del complejo que la forma IO, forna foslorilada ( Lu y cofs 1981), [a subsecuenle fosforilacidn del
DCT es la llave en la transicidn de 1a dniciacién & 1a elongacion. EY faclor TFIIE, seguido de TFItH feconocen y
56 asocian con el complejo DAB-pot F formando el complejo DAB-PeIFEH (Flores y cols.1992, Inosiroza y cols,
18¢1), finaimenle of faclor TFIl se une completando el ensamblele del complejo de preiniclacién de
transeripclon; es ya sabldo que 1a hidrélisis de ATP entre los fosfalos bela y lambda es requerida para que
ocura el fniclo exaclo de la transcripcldn, esla hidrdlisls parece ocurrr subsecuentemente de completarse el
ensamblaje del complejo de iniciacion pero antes de la formaclén del primer entace fosfodiester, el papel de la
hidrélisis del ATP es desconocido pero las especulaciones populares incluyen: 1) para fosforilar uno o varios de
fos FGT para que e! complejo sea aclivado, 2) para facilitar ta conversion del la RNA polimerasa llA a )0 y 3)
para dar enerpla para la formacidn del pimor enlace fosfodiesler, Los eventos que eslablecen el complejo
ablerto en donds el templado de DNA ha sido en parle desenrollado es pobremenle enlendide, después da
que esto es establecido fodo lo que se necesila para !a transcripcion son fos ribonucledsidos trifosfatos, Si los
nucledtidos estén presentes el proceso por &l cual el complejo Activado comienza a moverse hacla abajo del
DNA en el periodo de elongacion, seguird; se cree que algunos de los FGT permanecen en el promotor y son
utiles para la relniclacién, mienlras olros proceden a e fargo con el complejo de elongacion,
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Fig. 6. Dr es un represor de la transcripcidn basal. Este
modelo ilustra la habilidad de Dr para asociarse con TFIID,

esta unidn evita el ensamblaje posterior del complejo de pre
iniciacion.

{Tomado de Zawel y Reinberg. 1993},
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Exlsten promolores a los que les falta la caja TATA, los llamados genes de clase de mantenimienlo
(housekeeplng) , para conocer el mecanismo por el cual la sefial para la Iniclaclén es dada se hicleron algunos
ensayos de deleclones sobre &l promotor del gene de la deoxinucleotidillransferasa y se demostrd que existen
alrededor del siilo da iniclacién unos 17 nucledlidos que conflenen |a informacion necesaria para dirigir la
iniclacién de ta transcripcidn ,este elemento fus lfamado el iniclador (Inr).
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ANTECEDENTES DIRECTOS.

Los {rabajos ploneros de Weiss, con nicleos de céiulas de mamifero(Welss 1959, Welss y Gladstone
1950), mostraron por vez primera, la presencia de actividad de RNA polimerasa dependiente de DNA, en
nucleos ds higado do rata,

Le RNA polimerasa-DNA dependients transcribe DNA a RNA usando los cualro ribonticlectidos
{rifosfatos como sustratos . La reaceién requiere un calién divalente, tal como el magnesio. EI RNA es
sintetizado en la direccidn 5° a 3° y |la secuencla resultanie es complomentaria en bases & 1a hebra del
templado de DNA, Una molécula de pirofosfato es fiberada para cada nucleotido incorporado en la cadena,
£l nicleo eucariotico contiene tres distinlas RNA polimerasas, tas cuales difieren en su funcién: (Roeder R.G.
1976) La RNA polimerasa | sinleliza RNA ribesomales precursores . La RNA  polimerasa Il sinleliza RNA
mensgjeros precursores, La RNA polimerasa (Il transcribe genes de RNA de iransferencla , 58 y RNAs
nucfeares pequefios.

La RNA polimerasa ha sido aislada de muchos tejidos eucarifticos aunque sélo unas pocas fuenles han
lrendido grandes cantidades de enzima pura. l.evaduras, gérmen de Yigo, y {imo de temecra proveen los
rendimientos mas grandes de enzima,
La estructura de las subunidades de las RNA polimerasas eucarioticas es compleja. La eleclroforésis en geles
de pollacrilamida SDS revelan entre nueve y calorce subunidades.Como es discutido por Paule (Paule
1881.) las subunidades, pueden ser clasificadas como grandes (mayor de 100,000 daltones) o pequefas (menos
de 50,000 daltones) .Una subunidad de tamano Iintermedio &s encontrada s6lo en RNA polimerasa Il El
polipéplido mas grande es encontrado en a RNA polimerasa if (200,000-220,000),
El o- amanitina , un toxleo aislade del hengo Amanila phalloides (Wisiand 1964,1968; Wieland & Wieland 1972,
Fiume y cols.1970) especificamente inhibe la sintesis de RNA catalizada a alla fuerza i6nica en nicleos
alslados (Stirpe & Fiume 1967) la RNA polimerasa |1 s Inhibida a bajas concentraclones de o -amanilina.
La « amanitina Inhibe todos los pasos dé la reaccién de la RNA polimerasa excepta la unién de la enzima con
al DNA. La elongaclon de |a cadena de RNA es inmedialamenle parada cuando la a~amanitina es adiclonada
{Jacoby ¢ols.1070 a;Kedinger y cols.1970;Lindell y cols.1970).Ni el DNA ni el RNA son liberados def complejo de
{ranscripeidn RNA-enzima-DNA (Meilhac y cols.|974).Se desconass a cual de las subunidades de la RNA
polimerasa [l 1a a-amanitina se une. Chambon y colaboradores (Kedinger,Nurel y CHambon 1971, Chambon y
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cols.la74a; Chambon 1874,1075) han propuesto un sistema de nomenclatura basado en las sensibilidades a la
o-amaniling de las RNA polimerasas. La clase A es sensitiva, la clase B es exiremadamenlo sensiliva y 1a C s
moderadamente sensiliva,

Los esludios estructurales y funclonales de los genes de ia RNA palimerasa i de levadura y sus
productos hen revelado que las res subunidades més grandes estén relacionadas con las subunidades de RNA
polimerasa procaridlica y son responsables de 1a caldlisis del RNA.Las tres subunidades méds pequeiias son
componentes esenclales comparidos todos por 18s 3 RNA polimerasas nucleares. Dos de Jas subunidades
pequefias restantes forman un subcomplejo disociable que influencia fa eficloncla de la Inlciacidn de la
transcripeldn in vilro,

Tees tipos de RNA polimerasa DNA dependientes son enconiradas en los nicleos de todas las
células eucaridticas, cada una responsable de la sinlesis de diferentes clases de RNA, Roeder y Rutler
{Roeder. Rutter 1959) primero separaron tas tres enzimas de mamiferos por cromatogralia DEAE- Sephadex y
las Namaron 1, {l, I de acuerdo a su orden de elucisn medianle ¢l incremento de las concentraciones de
suifalo de amanio.

La RNA polimerasa il ha sldo estudiada mds extensamenle que las atras RNA polimerasas
nuclaares, la cromatografia en columna ha sldo usada para purificar la RNA polimerasa H a partir de un gran
ntmero de eucariontes, Incluyendo : Saccharomyces (Senienac 1985), Neurospora (Armaleo.&Gross 1285).,
Acanlhamoeba (D'Alessla. y cols. 1979),Dictyostelium (Renar. y cols. 1985), Physarum (Smilth.& Braun (98I,
‘Caenarhabdilis (Sanford. y cais. 1985), Drosophila (Greenlea!. Baulz 1875) Xenopus (Engelke. Shaslry. Roeder
1983), timo de temera (Kim. Dahmus 1988), Humanos (Freund. McGuire 1986), y en una variedad de plantas
(Jendrissk. y cols, 1976 ., Hedo. Btalll 1977). Las descripciones de los métodos estandard de purificaciin
pueden ser enconlradas en Sentenac {1985) y las modificaclones que efectivaments minimizan la proledlisis
han sido reportadas (Kim . Dahmus 1988, 1986), Los mélodos Inmunoldgices que han sido desarrollados
reclentemente penmiten una rapida purificacion de la enzima que es gltamente activa en los ensayos de
franscripcién In vilre (Thompson. y cols. 1989),

Las mdkiples formas cromatogréficas y electioforéticas de 18 RNA polimerasa I son detecladas en
preparaciones purificadas de fa enzima. Eslas formas difieren genoraimente en la integridad del dominle
carboxi-terminat y en la extensidn e la que el DCT (Dominio carboxito terminal) esta fosforiiado {Allisan.
Moyle. Shales, Ingles 1985., Corden 1890},
Propietades Generalss,

La RNA polimerasa |l purificada es capaz de lievar a cabo ia sintesis de RNA dependiente de
un molde de DNA en la ausencia de factores adicionales pero no es capaz de iniclar de manera selecliva en
los promotores. La RNA polimerasa purificada puede ser dirigida para inlclar fa transcripcion en silios
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Fig.7.Cromatografia de la RNA polimerasa 110 de timo de
ternera en varias ctapas de purificacidn. Carcil 1 marcador
purificado por el método de Hodo y Blatti {lY77),carcil

2 RNA pol diluida con BLI, carcil 3 pastilla disuelta

en sulfato de amonio, carril 4 heparin- scpharose ,carcil
5:6,7 y 8 corresponden a fraccicnes tratadvs con DE52,DEAE-5PU,
fenil- superosa y Muno Q respectivamente.

{Tomado de Kim y Dahmus. 1988)
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Fig.8. Subunidades de la RNA poliwerasa IIO,I1IA, y 1IB

Las subunidades fueron resueltas en gel de poliacrilamida
SDS y el gel fue tefido con azul Coomasie. Carril 1 marcadores
moleculares; fosforilasa b (97 000), albumina de suero

de bovino (67000),ovoalbdmina {43000),anidrasa carbénica
{30000), inhibidor de soya de tripsina (20100) y alfa
lactoalbdmina (14400). Carril 2 polimerasa pucificada

por el método de Hodo y Blatti (1977), carril 4 RNA pol

110 ,carril 5 RNA pol ITA, carril 6 RHA pol IIB. Los nlmeros
en el margen izquierdo indican pesos moleculaces y las
subunidades de la RHA pol estan en el nmacgen derecho.

(tomado de Kim y Dahmus. 1988)
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ef tamplado del DNA ( Yura y cols. 1879,,Chamberlin 1982, 2illig y ¢ols.1876 ). La subunidad m4s grande de la
RNA polimerasa I sucarionte lambién parece eslar involucrada en la unién al DNA, como lo sugiere el
entrecruzamianto con luz ultravioleta { Gundelfinger 1983., Chuang 1987 ). Varias caracieristicas de la RPB3
(Proudfoot 1989 ) la tercera subunidad mas grande de Ja polimerasa de lavadura y la subunidad de 100 Kd de
la pelimerasa de E. coli supleren que los dos polipéplidos pueden ser homdlogos parciales, [as dos
subunidades son similares en lamafio ( Kolodziej ct.al. 1889 ., Ovchinnlkov y cols. 1977 ) en secuencla ( sobre
una porcién do la malécula ) en estequimelrla ya que ambos parecen existir en dos coplas en la molécula de
polimerasa y en sus aparenles papeles en el onsamblaje. RPB3 y alfa tienen 318 y 330 aminoAcidos do
longitud respeclivamente, cuando las dos proteinas estan alineadas hay un segmento de 25 aminoAcldos (
residuos 28-48 en RPB3 ( Kolodzie] y cols.1989 ) ) en fos cuales en 32% de los residuos son idénticos. La
RPB3 y alfa juegan un papel primordial en ef nucleado de! ensamblaje de la enzima.

Aunque las lres subunidacles grandes de Ia polimerasa I de eucariontes comparden muchas
caracteristicas con {as tres subunidades-nicleo de procarionles, la RPB1 tlene una caraclerlstica Inusual que
no es comparlida con su homaloga procarionte, ésta contierie el dominio carboxy-terminal que consisle de
mittiples repeliciones de la secuencia consenso; TYR-SER-PRO-THR-SER-PRO-SER ( Allison y cols.1885.,
Corden 1990 ) [El DCT es esenclal para Ia viabilidad de la célula (Nonet y cols, 1987., Zefuing y cols. 1888 ),
est4 altamente fosforilado en una porcién sustancial de las moléculas de la polimerasa Il en [a célula { Kim y
cols. 1986,, Kolodziej y cols, 1890 ) y parece eslar involucrada en la respuesia a la activacion de la
transcripcidn de elgunos promolores ( Allison y cols, 1989.,Scafe y cols. 1990) .

" Las subunidades comunes RPB5, RPE6 y RPBS,

Eslas tres subunidedes sen componentes escenciales de todas las polimerasas nucleares ( Woychlk y cols.
1090) {as protelnas RPB5, 6 y 8 con peso moleculdres aparentes deducidos de un SDS-PAGE de 27, 23 y 14.5
Kd ( Senlenac 1985 ), ienen tamarios moleculares pronoslicados a parlir de |a secuencla de genes de 25, 18 y
18 Kd respectivamenle ( Woychik y cols, 1990 ). La movilidad aberrante de la proteina RPB8 es
aparentemente debida al hecho de que eslta fosforilada { Kolodzie] y cols.1990 ). Un papet en la unién al DNA
ha sido sugerldo para la RPBE sin embargo la evidencia para ésto es indirecta ( Breant y cols. 1983, Huel y
cols, 1985 ).

E! subcomplejo RPB4/RPBY. Eslas proteinas con pesos aparentes deducidos de SDS-PAGE de 32 y 16 Kd {
Sentenac 1885 ) lienen tamaftos moleculares pronosticades a parlir de secuencfas de genes de 25 ¥ 18 Kd
respectivamente ( Woychik y cols, 1989 ). Eslas dos profelnas paracen formar un subcomplejo dentro de la
enzima que puede ser disaciado a partir de una RNA polimerasa purificada bajo condiciones parciales de
desnaluralizacion ( Dezelee y cols.1976., Edwards y cols. 1881 ). Eslas subunidades no son escenclales para
la sinlesls de RNAm In vivo, fas células a fas que les failla ya sea una 0 dos de eslas proteinas son viables a
temperatuas moderadas.Este subcompiejo influentia ia eficiencla de la iniciacién de la transcripcidn selectiva.
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especificos usando cebadores {primers) y la habilidad de fa enzima para extender as ferminaciones 3 de los
cebadores hra sido aprovechada para investigar su elongacion intrinsece y fas propiedades de {erminacién (
Sawadogo, Sertenac 1990), La RNA polimerasa it sola puede catalizar ! alargamiento de la cadena de RNA,
El promedio de la velocidad de alargamiento " In vitre®  ha sido estimado ser entre 60 y 600 nucledlidos por
minuto { Kadesh. Chamberin 1882, Coulter, Greenleal 1385). La velocidad de elongacién puede sor
influenciado significetivamente por ta pausa Yranscripcional (Sluder, Price, Greenleaf 1987). El pausado de la
RNA pofimerasa !l parece estar involucrado en la terminacion de la transcripeidn (Proudioot 1988). Los
{actores adicionales pueden lener un papel en la regulacién do la medida de la pausa , en fa velocidad de fa
elongacldn y en la terminacidn,
Las Subunidades.

Las RNA polimerasas euceridticas han sido tradiclonalmente definidas como el juego de proleinas
que copuwifican, con la actividad Iranscripcional en ensayos de iniclacidn de la transcripcion no especificos y
la elongacion con templados helerblogos. La RNA polimerasa procariolicas estdn compuestas de 3
subunidades en 1a nicleo enzima (BB a } y de un factor de especificidad ( o) ha sido definida por medio de la
reconstitecién & parlir de subunidades purificadas y por andlisis gendtico .(Chamberlin 1976., Yura 1978,
Chamberlin 1982),

La Arquitectura Molecutar de la RNA polimerasa i,

Tres caracleristicas de Ja RNA polimerasa i estan conservadas en eucarionles: primero, 1a RNA
nolimerasa il esta compuesta de 10-12 subunidades. Segundo, la enzima slempre contienen dos subunidades
mayores con tamafios moieculares de aproximadamente 220 y 140 Kd. Finalmente, la polimerasa conlfene
tres subunidades de 14- 28 Kd que también se encuentran en las polimerasas | y IH en los organismos
eucariontes en donde la enzima ha sido estudiada. Estos polipdptidos son liamados subunidades comunes o
comparlidas.

Funciones y caracteristicas de las subunidades,

Las tres subunidades més grandes son responsables de la catélisis dei RNA, hay tres subunidades
mas pequeiias que son compartidas por las polimerasas 1y lil y dos pequeiias que forman un subcomplejo que
tiende a disoclarse de la enzima y puede lener un papel en la Iniclacion de la transcripcion, Las dos
subunidades méas grandes de la polimerasa i, RPB1 y RPB2 estdn claramenle relacionadas con fas
subunidades més grandes de la RNA polimerasa de E. coll. { Allison y cols, 1985 ., Sweetser y cols. 1887 ) Las
dos subunidades grandes de procarionles y eucarionles son funcionalmente homolégas. Cada una puede
contener porciones del sitio catalitico para Ja sintesis del RNA, |a subunidad beta de E. coli puede unirse al
DNA, sugiriendo que esla subunidad esta directamente involucrada en la interaccién de ia RNA polimerasa con
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Subunidades de la RNA polinerasa II.

RPRY /RPBI1  RPBC RPB4 RPBS RPBL
RPB1O RPB8 RPR7 RPB3 RPB22

Nomenclatura Caracteristicas de las subunidades de RMA pol II.

RPB1 Contiene el Dominio carboxiterminal.

RPB2 Contiene una porcion del sitio catalitico paca
la sinteis de RNA.

RPB3 100kd. Nucleado para el ensamblaje de la enzima.

RPB5 27kd.Se desconoce la funcion.

RPBG 23kd. Proteina fosforilada, juega un importante
papel en la union con el promotoc en el DA,

RPB8 14.5kd.Se desconace su funcion.

RPBA/RPB7 25 y 18kd respectivamente.Coinplejo que influencia
la eficiencia de la inieiacion de la transcripcion
selectiva,

RPB9 12kd.Esencial para el crecimiento de la celula a

temperatucas extremas.Contiene 2 cassetes de cis-
teina que unen el Zinc.

RPBI1O 10kd. Se desconuce su funcion.

RpB1L 12kd.Esencial para la vialbilidad de la celula.




Las tres subunidades pequefias RPB9, RPB10 y RPB11, La subunided RPB3 tiene un peso molecular deducldo
de SDS-PAGE de 12 Kd { Sentenac 1985 ) y un tamaito molecular pronosticado de la secuencia del gen de 14
Kd,esta subunidad no es necesarla para la catélists del RNAm pero es esenclal para el crecimiento da la célula
a femperaluras exiremas y probablemente tenga algdn papel en Ia eficiencia del inicio de la transcripcidn. La
RPBY es Inusual entre las subunidades ya que conliene dos cassoles con repeticlones de clstelna los cuales
pusden unir algo de Zinc que estd asoclado a la enzima ( Lewis, Burguess 1982., Solaiman y cols. 1884.,
Laltke 1976 ).
i.a subnidad RPB10 tiene un peso melecular aparente deducido de SDS-PAGE de 10 KD ( Senlenac 1685 ) y
un tamafio molecutar pronosticado de 5.4 Kd, esta subunidad es vilal para Ia célula de levadura a pesar de que
conlribuye solo con 46 residuos de aminodcidos de una enzima que conslsle de up total de 4329 residuos. La
observacldn de que la banda en SDS-PAGE de 12.5 Kd puede ocaclonalmenle ser resuella como un doblele,
dié al descubrimiento de que RPBO comigra con un segundo polipdplido v esta segunda subunided fue
deslganada RPB11 ( Edwards y col.1890 ), La RPB11 fiene un peso molecular pronosticade por secuencia de
fgen de 14 Kd, la RPPB11 es esenclal para Ia céluta de levadura viable, la RPB3 no.
El anlisls de la subunidad mds grande de una diversidad de eucarioles llevd al descubrimlento de un
Inusual dominio carboxy-terminal que consiste en una sere de repeticiones de la secuencia consenso Tyr-Ser-
Pro-Thr-Ser-Pro-Ser (Corden y cols. 1985, Allison y cols, 1985). Los andilsis de mulaclanes denlro de esle
dominlo han establecido que un nimero minimo de repcticiones son esenclales para las functenes "in viva" de
la célula {Nonet y cofs, 1987, Allison y cols, 1988, Zehring y cols, 1988), Las célufas de mamileros contienen
“dos formas de RNA pelimerasa |1, designadas 110 y {IA que difieren en la extensién de la fosforilacién dentro del
DCT (Kim y Dahmus 1986.Cadena y Dahimus 1987). La RNA polimerasa (1O esl4 fuerlemente fosforilada en
relacién con la forma A (Dahmus 1981, Cadena y Dahmus 1987), El marcado de foteafinidad de {a RNA
poiimerasa Il en sislemas de transcripcion de células libres, ulllizando el promotor mayor tardio de adenovirus
2 ( Bartholomew y cols. 1886) y niicleos aislados de células Hela (Cadena y Dahmus 1987) Indlean que la
elongacion de la cadena est4 calalizada principalinente por la RNA polimerasa I10. La conservacién del DCT
de la subunidad la de levaduras & mamiferos y los efecios lelales de las mutaciones conlenidas en el exdn
que codifica este dominio suministra una fuere evidencla de que el DCT es necesario para Ia transcripclon de
genes esenclales para la célula; se ha propuesto que el DCT inleractiia con olro componente del aparato
transcripcional, por via de interacciones prolsina-proieina, para ayudar directamenie y orientar a la RNA
polimerasa I1 hacla el sitio de Iniclo de Ia transcripcién (Corden y cols. 1985. Sigler 1988). Tales Inleracciones
podrian ser mediadas en parte por la forforilacion del DCT (Cadena y Dahmus 1987). En ef trabajo de de
Laybourn y Dahmus (1980) se sugiere que la exlension de fosforilacion del DCT cambia durante la
transcripcidn y que a fosforilacién del DCT puede ostar Involucrado en la transicidn de la enzima desde la
Inclacion hasta la elongacldn. De acuerdo a este medelo propuesto, la aclivacion de la Iranscripcién es

1



RNA POLIMERASA II SUBUNIDAD RADIO REACTIVIDAD

MOLAR RELATIVA
DE ANTIC/mol
subunidad
Timo de ternera 1lo
IIa 0.30 1
IIb 0.74 0.28
Ilc 1
céiula Hela 1lo 0.30 3.2
1la 0.57 0.85
IIb 0.09
Il¢ 1

Tabla. 4 .Reactividad relativa del anticuerpo espec ifico
contra Ila de timo de ternera con las subunidades més
grandes de la RNA polimerasa de timo de ternera y células
HeLa.

{Tomado deKim y Dahmus 1986. J.Bicl.Chem.261,14219-14225.)




dependiente de la fosforilacion del DCT de ia subunidad lla, consccueniemente, la proleina cinasa que
calaliza esla conversidn ( de I'A a 1O} podria ser un faclor de transcripcl6n esencial,

Las 1ras subsspecies de RNA polimerasa I, designadas 11O, I1A y IIB, han sido descrilas , como anteriormente
se menciona, en una gran variedad de células eycaridlicas y muesiran diferenclas en el peso molegular de su
subunidad més larga llamada llo, lla y b respeclivamente, El trabajo de Kim y Dahmus (Kim y Dahmus 1986)
tiene como chjetivo establecer |a estructura molecular "In vivo" de fa RNA polimerasa [l en células de mamifero
y examinar las condiclones que influenclan fa estabilidad de las subespecles de la RNA palimerasa I, Se
ulilizaron anticuerpos policlonates ( preparados por Inmunizacién con enzima purificada oblenlendo
anticuerpos especificos contra las subespecies IIA y I!B a padir de un suero policlonal de conejo) para
determinar la concentracion relativa de subunidades Ito, Hia y llb en extractos crudos de limo de temera , en
células cultivadas de rilén de bovino y en células Hele. Les células HeLa contienen cast exclusivamente RNA
polimerasa 110 { Kim y Dahmus 1886) y el lejido de time de termera y las células de rifidn contienen RNA
polimerasa 110 y 1A, Los exiraclos celuleres de {imo da temera fueron mantenidos {afiejados) a4°0a 37°Cy
la eslabilidad de la RNA polimerasa 110 y IIA determinada por blolling de proteinas .En la presencia del
amoriguador normalmente usado para Ia purificacion de la RNA polimerasa, Ja subunidad llo desaparece de
extractos de limo de temera en 24 horas a 4° G o en 5 min & 37°C .La RNA polimerasa llo es parcialmenle
estabiiizada por [a inclusién do inhibidores do proteasa y complelamenle estabilizada por la presencla de allas
concentraciones de EDTA y EGTA , n incremento en (a canlidad de agente reductor causa una reduecidn en
" la estabilidad de o, E! anllcuerpo que es usado en este estudio { Kim y Dahmus 1986) reacciona de manera
cruzada con la subunidad llo ésto Implica un allo grado de conservacién en los delerminantes reconocides por
€l anticuerpo. Es notable qus 8] anticuerpo especifico conlra Ha, reacclona tres o cuatro veces mas fuerte con
la subunidad llo y tres o cualro veces menes fuere con la subunidad !Ib. Esle anticuerpo conlra lla reacciona
mis fuertemente con ef DCT de [as subunidades iloy la.

No hay reportes sobre las condiciones de estabilidad de a RNA polimerasa llo en células Hel.a,

Choque Ténnico (Heat Shock) y su respuesta.

Los beneficios polenclales de la hipertermia ( la exposicidn a altas temperaluras Jen el fratamiento det
cencer humano ha sido reconocido ya en estos tiempos. Elinterés desarrollado se basa en que la hipertermia,
de manera opuesta a las radiaclones inactiva células hipdxicas { como acure en los tumeres) la hipertermia
mata preferenclalmente a las células a bajo pH y por tllmo, la hiperermia inacliva la fase S de las células e
interactia sherglsticamenle con las radiaclones (Harkedar 1876, Miller y cals. 1977, Connor y cols. 1877, Sult
1977. Dewey y cols. 1977 Overgaard y Bichel 1977). La moralidad celular puede ser relacionada con los
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Anexo.Arriba, immunocprecipitacion de la proteina ch t de 70kd humana.
Las células Hela y las 1438 fueron incubadas a 42 C y colocadas a

temperatura de cultivo por 2 horas.

dbajo, deteceidn de la protelma ch t de 70kd humana por ensayos de
Western blot.

(Tomado de Inperiale, Hung~ieh Kao,Felduan, Neving, y Strickland.
Molecular and cellulac bioloyy , May 1984.).
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efectos del calor sobre (a estructura de la proteina, los pardmetros termedindmicos de Ja muerte hipertérmica
se correlaclonan con los parémelros termodindmicos de la desnaturalizaclén de Jas proteinas (Rosenberg y
cols. 1871),

La termotolerancia es definida como la pendiente reducida de las curvas de sobrevivencia al calor
dospués del condicionamlento ténmico (Henle y Delhleisen 1978), ésle lipo de condicionariento puede ser
Inducido e células humanas cultivadas, o en células de hamster por un brevisimo fralamiento a alla
lemperatura (44-45° C) seguido de un perlodo de recuperacién a 37°C (Gerner y cols. 1976, Henle y cols 1978).
El efeclo de (a termololerancia es el aumento hasta de 10 veces de los niveles de sobrevivencia .En 1981
Slater y cols. reportaron {a Induccién de un grupo especifico de protelnas p ch t'en células Hela, su induccidn
requiere de un tratarnlento breve de hiperermla (5 a 10 min. @ 45°C) y su sintesis méxima se presenla después
de 2 horas a 37°C. La funcion de estas p ch t (;')rotelnas chogue térmico ) puede ser la de manlener y reparar
la homeostasls celular después del tratamiento hipertérmico Iniclal (Ashbumer y Bonner 1979).Gerner y cols.
(1976) reporiaron que despuds de un periodo de 60 minutes de hiperlermia (44°C) las células Hel.a requireron
de 2 horas a lemperalura de cullive para el maximo desarrcllo de |a termololerancia, Henle y cols. (1978} con
células de ovario de hamster chino (células CHO) encontraron que el desarrollo méxima de Ia termotolerancia
lambién requerla 2 horas a 37°C después de un tratamiento Inlclal de § minutos a 45°C. Exisien olros
induclores de la respueste choque 1érmico; ha sido reporlado (Johnston y cols. 1980; Levinson 1980} que una
gran variedad de reactives sulfidrilos, metales de transicién y agentes quelantes inducen fas mismas prolelnas
que las que se presentan en el chogue térmico en células de ave (fibrablaslos de pollo). Ef tralamiento de

“células HeLa con arsenito de sodio parece ser el que tienen afeclo simllar al choque térmico ya que Induce las
pch{*de 100, 72,74 kd; los tratamlentos con cadinio ycobre Inducen la sintesis de fas protelnas de 72-74 kd.
La {ranscripcién en células HeLa tamblén es afeclada por la hiperermia (Zieve y cols, 1977). A
43°C el RNAL y el RNA 55, que son sinlelizados por la RNA polimerasa I}, permanecen sin afectarse pero la
sintesis de los RNA ribosomales es olalmente inhihida lo cual indica que la RNA pelimersa es afectada on el
desarrollo de Su funcidn. La respuesla choque térmico liene su origen en la ranscripcidn (Ashburner y Bonner
1978), aparenlemente hay una adicidn de controles auxiliares para hacer efectiva la respuesta. La busqueda de
secuenclas especiiicas choque lérmlico que pueden controlar fa transcripclén de los genes chogue lérmico fué
exltosa al descubrirse que el gene de protelna ch t de Drosephila podia ser clonado y expresade en una
variedad de células de organismos no relacionados { Corces y cols. 1881, Lis y cols. 1982, Miraull y cols. 1982.
Pelham y Bienz 1982 ). Trabajos subsecuentes definieron una secuencla conservada que se extiende de -70 a -
40 corrienle arriba en los genes ¢h 1, est4 localizada comiente arriba de Ia caja TATA y ambas son necesaria
para la respuesta choque térmico del gene , La secuencla consenso derivada del andlisis de seis genes hs;§ de
Dresophlla es CT-GAA-TTC-AG { 14 a 28 bases )-TATA, esla secuencla consenso contlene una de las
muchas repeticiones inveridas encontradas en esla regidn (Petham 1982, Pelham y Blenz 1882). Existen dos
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factores involucrados en la transcripeidn de los genes ch t :el FTCHT, faclor de transcripeion de chogue
lérmico, que se ha encontrado y que eés requerido junta con el factor A (TFIIA ) para aclivar la transcripclén
del gene hsp?0, el factor FTCHT se une a la region de 55 pb, que contiene la secuancia consenso de ch t
corriente amiba de la caja TATA y el faclor B que junla con el HSTF se unen simulaneamente al gene hsp70,
EI FTCHT de células no traladas con calor tiene actividad de enlace pero no de Iniclaclén mientras que en en
células tratadas con choque térmico tlene ambas aclividades y el faclor B dismiauye en su nivel do actividad
de 5 a 10 veces en ésle tipo de célutas. De estudios de dranscripcion In vitro ha surgido un modelo en el cual el
cambio de temperatura hace presenls una disminucién de la cantidad del factor B asi como la activacién del
FTCHT y la transcripelon de genes ch t a nivel allo es comenzada (Parker y Topol 1964), El lrabajo de Parker y
Topol (1984) suglere que la forma transcripclonalmente inactiva del factor FTCHT en células normales puede
ser un producto proteolilico derivado de una forma acliva exislente en células (raladas con choque térmico,

La exposlcion de células de una gran variedad de especies a un Incremenle en 1a tsmperalura
resulta en un aumento de la sintesis de varias proteinas las cuales han sido lamadas proteinas choque {érmico
o peht, Este fenémeno ha sido llamado Ia “respuesta choque térmico o heat shock” y éste término es aplicado a
exposiclones a quimicos como etanol, a inhibidores de los(orilacién oxidativa, & infeccién por virus y a muchos
olros que muesiran 12 Induccidn de las mismas proteinas y ésta respuesta ha sido observada en cada especle
que ha sldo esludiada. La respuesta choque iérmico es universal y ocurre bajo vna gran variedad de diferentes
condiciones de estres.

Las funciones de las proteinas ch L ha sido por mucho tiempo especulada y se asume que
‘estas protelnas protegen a ta célula de los efectos del estres. Los estudios in vilro han hecho posible identificar
varlas reacclones ATP-dependicntes que Involucran a las proteinas parecidas & las pehi70 (las dos proteinas
que  mdas se sintetizan en células estrosadas son las pehi70 y las pchi§0), las pretelnas que estdn
relacionadas con las pchi70 y las pehl80 y cuya sintesis esld regulada por la falla de glucosa han sido
localizadas en el reliculo endopldsmico, ésto limita las posibles funclones de estas proleinas a pocos procesos
metabdlicos que toman lugar en este compartimlento celular, E. coli contiens una sola proteina pcht70 que es
el producto del gene dnak (Bardwell y Cralg 1984), levaduras, drosophila y mamiferos conlienen una familia de
proteinas pchi70 que lienen secuencias refaclonadas; éslas proteinas se unen firmemente al ATP y algunas
de ellas comparten con la protelna dnak 1a capacidad de hidrolizarlo bajo condiciones apropiadas {(Zificz y cols.
1985), Las tres protelnas principales parecidas a fas pcht70, la peht70, 1a hse70 { proleina cht andloga) v Ia
rp78 (proteina originada por falla de glucosa), tienen dislintas localizaclones infracejulares y patrones de
exprasion y constifuyen 1a famiila de Ias protelinas pchi70. Durante ef choque ténnico muchas protefnas
nucleares llegan a ser insolubles y son operacionalmente definides como parte de la malriz nuclear, ambas
proteinas pchi70 y hse70 migran af nlcleo y se unen a la matiiz de manera hidrofobica. Subsecuentemenie se
concentran en el nucleolo donde se unen a los ribosomas parclalmente ensamblades (Welch y Suban en
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prensa); el nucleolo es muy sensible a los aumentos de temperalura pero se ha demostrado que células
iransfectadas con un plésmide que produce pcht?0 aceleran su recuperacin despuds de un choque {éimico
(Petham 1884), ésto parece indicar que una de {as funclonss de la proteina pchi70 pueds ser Iz reparacion de
prarbasomas dafiados, £ modalo basado en los esfudios de Lewls y Pelham (1885) propane que duranle el
choque térmico, 1as profelnas legan b desnaturalizarse parcisimente exponiendo Sus regiones hidrofdblces, las
cuales Inleracttan para formar agregedos Insoiubles; 1a pchi70 se une firmemente a las superficies hidrofdhicas
y limita tales interacclones promovienda 1a disgregacion, antonces usa Ia energla de 1a hidrélisls del ATP para
liberarse & si misma de su sustralo sufrlende un cambio conformacional en el proceso; ial cambio puede
deformar & la proteina a fa cual la pchi70 e5td enlazada de esia manera hace frégiles sus inleracclones con
olras proleinas, €1 suslralo fiberado serd capaz de replegarse 8 su forma pre-choquo y fa repeticidn de este
ciclo podria resuifac en ta reparacion de grandes estructuras camo el nucleolo.

Cuando las células son expuestas a una varledad de estreses del medio amblenle, tal como el chogque
1érmico, Ia sintesis do profainas choque tarmico es induclda (Lindquist y Cralg 1958). Algunas de las protelnas
de choqus fémico fian sido alfamente conservadas durante la evolugién y son proteinas que ocuren de
manera abundanie en Ia célula . Aungue fas lunclones exaclas no son claras ain, su papel de chaperonas
melaculares ha sido postulada (Elis y Van des Vies. 1991; Gelhing y Sambrook. 1992) Las chapereninas son una
ctase mayor de chaperonas meleculares que consisten de la chaperonina 60 (lambién conocida como Gro EL,
la proteina choque fermica 60 y ribufosa P, e Subunidad de unidn de Ia proteina carboxilasa) y fa co-
chaperoning, chaperoning 10 {lambien conocida come Gre ES)(Hemmingsen y cofs. 1886).Muchos repories

" han descrito fa funcidn da 1a chaperoning en 18 plegabliidad de las proleinas en los estados quimicamente
desnaturalizantes (Goloubinol! y cols. 1989, Larninel y cols. 1990, Viitanen y cols. 1880, Buchner y cols. 1881,
Mendoza 1881, Badcoe y cols. 1891, Marin y cols. 1691, Taguchi y cols. 1991, Langer y cals, 1892). Como se
menclond anterianments, las chaperoninas son profeinas choque termico y por esto, el efeclo de la chaperonina
en el procesn de desnalurslizacion por calor de olras profeinas siguid slendo investigada en defalle (Petham
1886).Reclantemente ha sido enconlrado que Gro EL suprime Ia agregacidn de alfa-glucesidasa \rafada con
calor y la acelera con una reactivacion dependiente de MyATP In vitro (Holl-Neugebauer, 1991). Tamblén Trent
y cols {Trente y cols. 1991) reporlaron que una chaperonina arqueabacterial hemdloga a TFSS de Sulfolobus
shibalae une proteinas desnaturalizadas por calor, Previamente Taguchi y Yoshida {1991) reporiaron que ung
chaperonina de una bacteria lermofifica (chaperonina thenmus) es purificada coma un compigjo binarie de
chapsronina 60 y chaperoning 10 y muesira habltidad para facilitar el plegamiento de varias enzimas
termatllicas (Taguchl y cols. 1991, Ishil y cols. 1992). Las chaperoninas no se desnaluralizan y son estables
hasta més arriba de los 80°C. Ef estudiu previo de Tagushiy cols. {1981) y el repoile de Taguchi y cols (1993)
sobre Ia funclén de 1as chaperoninas sugieren que la chaperonina se une & intermediarios plegables los cuales
ocurren duranie el plegamionto def estado quimicamente desnaturafizante y ef complefo entre la chaperonina y
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hogue termico a 45°C
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ISe reconoce la secuencia consenso para peht
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Ternotolerancia

Fig.9. Modelo para la respuesta Choque Teemico.
En este modelo, basado en la informacidn agul expuesta, se esquematiza

la cespuesta a nivel transctipcional.

{1



los intermediarios plegables es estable de alguna manera en Ia ausencia de MgATP, La chapercnina puede
reconocer y unirse a una estructura proteica en especial la cual ocurre duranle fa desnalurafizacion por calor.
L.os intermediarios de desnaluralizacidn caplurados por fa chaperonina refienen la habllidad de recuperar la
plegabilidad cuando son puestos en optimas condiciones con MgATP, Se pueds conclulr en base a lo reportado
que sln chaperoninas las estructuras proteicas no tienden a recuperarse. Los intermediarios plegables son
capturades por as chaperoninas, una vez caplurado, el inlermediario s prolegide de la desnaturalizaclén
irreversible hasta que la chaperonina misma es colapsadé por el calor, Los chaperoninas prolegen a los
Intermediarios plegables labiles &l calor, pero no a las proleinas nativas.

Les pequedias protelnas chilienen una masa molecular enlre 15y 30 kd, son estiucturas ollgoméricas de
cerca de 32 subunidades, correspondienle & una masa molecular de 800 kd (Jakob, Gaestel, Engel y Buchner
1893). Esldn presenles en ei clleso! de la mayoria de las células y tejidos aun en la ausencia de los faclores de
estres tal como las elevadas temperaturas. La regién C-lerminal de las protelnas del crislalino, alfa-B-crislalina,
es homaeloga a las peht sobre el nivel de secuencla; ya que ofros miembros de 1a familia de protelnas estres
estén involucradas en la formaclon y mantenimiento de fa eslructura proleica ambaos bajo condlciones
fisiologicas y de estres ; en enalogla a la contraparle humana, las chaperonas moleculares parecen impedir Ias
interacciones ilegitimas entre diferentes cadenas de polipéplidos durante el proceso de formacién de las
eslrucluras o sobre ¢l desdablamiento bajo condiciones de choque térmico sin parte apropiada de la estructura
final. Reclentemente se hademosirado que tambien la famitia de las proteina chi90 (Hsp9C) perlenecen a la
clase de chaperonas moleculares, estas protefnas implden (a agregacién de elemenlos exlrafos durante el
‘replegamlento y se mantienen la dependencia del ATP {Wiech y cols. 1992).

Poco se conoce sobre el efecto del choque térmico en la RNA polimerasa 1, sobre el efecto en los cullivos
celulares y su morfologla,
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Objetivos Generales :

1.-Analizar las condiclones de estabilidad de la RNA polimerasa ilO.
2.-Analizer ol efacto del Choque Térmico sobre |a eslabllidad de la RNA polimerasa I10.

Qbjelivos especllicos:

{.-Conocer las condiciones y el comportamiento de la RNA polimerasa 1O ante los amortiguadores usados
normalmente para su deteccidn,

2-Conocer el comportamienio de la enzima anle el amortiguader preparado para su estabilidad.

3.-Conocer el comportamiento de la enzima anle el emeriguador preparado para su degradacién (proceso que
llemamos afiejamiento) a temperalura de 4°C,25°C y 37°C.

4.-Conocer el comporamiento y la estabilidad de [a enzima anle e} choque térmico en células Hela,
§.-Observacién de & merfologla de cullivos de células eucaritticas despuds del choque lérmico,
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ESTRATEGIA EXPERIMENTAL.

Para cubrir el primer objelivo general se reallzaron extractos totates de células Hela en los
sigulentes amortiguadares

All da control: Tris- HCI pH 7.9 2M, 2 mM KC1, 2mM MgCI2, 2 mM EOTA de un stock 0.5mM,
12.5% Glicerof, 2mM - me, 8.7 PMSF,

E de establlidad : Tris HCI pH 7.9 50mM., EDTA 2mM , EGTA 2mM, glicerol 12.5 %, DTT
0.5mM. PMSF 2mM.

All* de degradaclén o All* de afiejamiento : Tris HCI Ph 7.9 50mM, EDTA 2mM, EGTA 2mM,
glicerol 12.5%, DTT 5Mm, PMSF 2mM.

Dichos extractos se mantuvieron por diferenies tiempos a lemperatura amblente (25°C), a
temperatura de 37°C o a 4°C (afiejJamienta).

Posteriormente se migraron electroforéticamente en geles de poliacrilamida SDS las proteinas
se transferirieron a fillros de nitrocelulosa y se realizaran en ellos 1a inmunodeteccién con
anticuerpos policlonales dirigides cantra 1a RNA polimerasa li0.

Para realizar el segundo objetivo general {os cullivos celulares se sometieron & un choque
térmico a diferentas tlempos a 45°C y se prosigulé con los isados celulares y con el método
usual de Westwom blot. A algunos cullivos ademés de ser tratados por hipertermla se les
administrd un periodo de recuperacién a temperalura de culliva , los tiempos esluvieron dados
por las condiclones del experimento. .

Posteriormente se migraron electroforéticamente en geles de poliaciilamida SDS, las protelnas
se transfirieron a filtros de nitrocelulosa y se realizarcn en ellos la inmunodeleccién con
antlcuempos policlonales dlrigidos contra la RNA polimerasa 1O,

Los estudios de la morfologla celular fueron llevados a cabo colocando fos cullivos despuds del
tratamiento hipertérmico en el microscopio (microscople Invertido de conlraste de fases modelo

IMT2 ) y folograftados.
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MATERIALES,

Los materiales y reactivos requeridos para esle lrabajo son:

Lineas celulares,

Células Hela derivadas de un carcinoma de cervix humane CCL 2-ATCC.
Células CV-1P derivadas de rifién de mono CCL70-ATCC.

Células PK-15 de rifidn de cerda.

Materlal para el cultivo de células,

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

Suero felal de temera y de caballo de Laboratorios Gibeo {EUA),

Cajas Petrl para cultivo de 60 y 100 mm de didmetro de Costmar y Falcons Labs.

Penicllina G sédica cristalina, y sulfato de estreplomicina de Farmacetica Lakeside (México).

‘Reactivos,

Nitrégeno llquido,

Poliacrilamida,

§Ds.

Metanol acldo acético.

Filtros de nitrocelulosa.

Papel Whatman 3MM

Anticuerpo de conejo conlra RNA polimerasa Il de limo de temera purificada,
Albdmina bovina,

protelna A,

I- 125 de Amersham .

EGA-pac,

Pellcula Kodak X-Omat AR para rayos X.

Pantalla Intensificadora Dupont Cronex Lightning-plus.
Solucitn de lodogen.
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Cloroformo,

Nitrégeno gaseoso.

2-mercaploetanol.

Columna de 0.75 x 15 cm do Sephadex G-10.
Trietanolamina- HCI.

Rolio de pelicula de 35mm para Impresiones en papel.

Preparacidn de soluciones, Amortiguadores y Medios.

Todas fas soluciones y los amortiguadores fueron preparados con agua bidestileda esléril { autoclave a 22
libras /em de presién, 120°C,20 minulos) y las Soluciones que no pueden ser esterilizadas en autoclave fueron
esterillzadas ulllizando membranas millipore para filtracion (GS de 0.22 um),

MEDIO DULBECO.

El contenido de un paquele comercial se disolvié en 820 mi do egua bidestllada estéril, se le adiciond 3.7 gr. de
bicarbonalo de sedio y 3.5 gr. de dextrosa, con CO gaseoso, pH 7.4 y se esteriliz6 por fillracidn, Para ulillzarlo
para células 293, CV-1P y PK-15 se le adiclona el 10% de suero neonato y 1% de solucidn de anlibiéticos
(peniclling-estreplomicing). Para células HeLa, CV-1P, y PK-15 se le adiciona 10% de suero fetal de cabello y
solucién de gentamicina a una conceniracién de 50 mg/mi,

SOLUCION DE PENICILINA-ESTREPTOMICINA 100x.

5 millones de unidades de penlcilina G sddica y 5 gr. de estreptomicina se disolvieron en agua bidestilada
esléril, y se aforaron a un litro para ser después filtrados (Mtros milipore), Se almacend & -20°C,

SOLUCION DE TRIPSINA 0.05% Y EDTA 0.02% ( 1000ml).
Se disuelven los sigulentes reactivos: NaCl 8gr, Dextrosa 1gr, NaHCO 0.58gr, Tripsina 0.5 gr, EDTA 0.2 gr,
rojo de fenol al 0.5% 0.5ml. Se ajusté el pH a 7.4 con HCI 0.1 N, Se esterilizé con fillro y se almacend a «20°C,

AMORTIGUADORES:

Amoriiguador All (Control):

Tt-HCI pH 7.8,EDTA 2mM, 8.25 ml Glicerol EGTA 2 mM, PMSF 2mM.
Amortiguador E; (Eslabilldad)

Tris-HCI pH 7.9 50 mM EDTA 10mM,EGTA 10mM glicerol 12.5%,PMSF 2mM,
Amoriguador Al * (Degradacin o afiejamienta):
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~ Tris-HCI pH 7.9 ,50 mM, EDTA 2mM, EGTA 2mM, glicerol 12.6%, DTT 5mM, PMSF 2mM ,0.1% (i-Me.
Soluclén de Coomasle:

Metanol 45%, dcldo acético 8%, azul britlante de Coomasie R250 0.25 %.

Sclucion WB (de lavada):

Tris-HCI 10mM pH 7.4, Tritén X-100 0.5%, SDS 0.2%, NaCl 150mM.

Para esta trabajo se uliliz6 el microscoplo Invertide de coniraste de fases medelo IMT2 Olympus optical Co..
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METODOS!

Amortiguadores.

Cultivo de Células Hela,

Las células Hela (derivadas de un carcinoma de cervix umano) fueron crecldas en monocapa, en medlo
esenclal minimw (MEM), suptementado con 10% de suero fetal de ternera, 1% de antibiticos. Las ofulas se
crecen hasla confluencla y se reslembran en cajas p-100 con aproximadamente 10 miflones de células o en
cajas p-60 con aproximadamente 8 millones de células. Se crecleron en la incubadora en atméslera
conteniendo 10% de biéxido de Carbono a 37°C.

Estas células fueron ulillzadas para los ensayos de estabilidad y de Chogue Térmico retirndoles el medio y
resuspendiendo en los amorliguadores de control, de eslabilidad o de ailejamiento, alicuotando y congelando
daspués de los periodos y la temperalura que se especifica en cada experimento.

Cullivo de célutas CV-1P.

Las células CV-1P (derivadas de riftén de mono) fueron cullivadas en monocapa en medio esenclal minimo
(MEM) modificado por Dulbeco (Medio Duibeco) suplementado con 10% de suero de lernera y 1% de
penicilina estreptomicina (PE) concentracion 1X en cajas p-100 . Las células crecen hasta confluencia y se
reslembran en cajas p-100 con aproximadainente 10 millones de células o en cajas p-60 con aproximadamenla
6 miltones de células. Se crecieron en incubadora en aimdsfera contenfendo 10% de bléxido de carbone a
37°C.

Estas células se ulifizaron para e! anlisis de la morfologla después det Choque lérmico colocandalas por
diferentes periodos en un baiio a 45°C y colocandolas en el microscopio para fotografiarlas.

Cultivo de células PK-15.

Las células PK-15 { derivadas de rifién de cerdo ) fueron cullivadas en monocapa en medio esenclal minimo
modificade por Dutbeco suplementada con 10% de suero fetal de lerera y 1% de PE concentraclén 1X en
cajas p-100, Las células crecen hasta confluencia y se reslembran en cafas p-100 con aproximadamente 10
mitlones de células 0 en cajas p-60 con aproximadamente 6 millones de células. Se crecleron en incubadora
con atmbdsfera conteniendo 10% de biéxido de carbono a 37°C.
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Estas cé(ulas se ulllizaron para el andlisls de la morfologla después def Chogque Teémico y se colocaron en un
bafio a 45°C durante diferentes periodes y se colocaron en el microscopio para folografiartas.

Westem-blot,

Geles de poliacrilamida - SDS. Se utiiiza la metodologla descrita originalmente por Laemmli (1970). El gel se
hace en gradiente linsal de 5- 17.5 % de acrllamida. Allcuolas de 100  son colocadas en cada carrll, Los geles
se cofren & 60-70 volts durante la noche 6 a 22 mA hasta que el colorante alcanza ef borde del gel. Los geles
se fffien con azul de Coomasle (metanol 45%, &cide acélico 8% , azul brillanle de Coomassle R250
0.25%,4cldo acético 7.5%) como lo describe Wray el. al. (1981) generaimente durante un dia, tlempo
necesarip para obtener un fondo claro en el gel.

Transferencia de prelelnas a nitrocelulosa. Ef gel de poliacrilamida SDS se equilibra en amoriguador de
{ransferencia ( método de Towbin y cols. 1979) duranie 30 minules con dos cambios de amortiguador. El filiro
de nitrocelulosa se remo)s en el mismo amortiguador durante 10 a 15 minulos . La translerencia se realfza con
el flltro de nitrocelulosa y el gel en medio de 2 papeles Whatman 3 MM. El flllio se coloca slempre def lado del
&nodo (+). Latransferencia se inicla con un voltaje de 150-200 volts (400 mA); cuando Ia corriente liega a 900
mA, se reduce el voltaje lo necesario para manlener la corriente entre 700 y 900 mA, durante el resto de la
transferencia (5 horas) en el cuarto frio,

Inmunedeteccién de protelinas. El filtro do nilrocelulosa de incuba a lemperalura amblente loda le noche en
solucion WB (Tris-HCI 10 mM pH 7.4, Triton X-100 0.5%, SDS 0,2%, NaCl 150 mM) con 3% de albOmina
bovina (bloquea). Al terminar el blequeo, se incuba el fittro con anticuerpo de conejo contra RNA polimerasa |l
de timo de temera purificada, en WB con 1% de albimina duranle 3 horas. El filtro se lava posleriormenle 3
veces con WB (10 min para cada lavado).

Marcaje con 11125,

El filtro se incuba nuevamenle en WB (conteniendo 1% de albintna bovina), durante 2 heras con Frolelna A-
125 | (1.5 cpm} . Después de esta incubacién se lava el fillre durapte 1 hora con cuatro cambios de WB. El
filtro se defa secar a temperatura ambienie, se envuelve en EGA-pac y se expona con pelicuia Kodak X-Omat
AR para rayos X. La placa, junto con la pantalla intensificadora Duponte Crenex Lightning-Plus, se mantiene a -
80°C, el tiempo necesario antes de ser revelada.
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Yedaclén de proleina A. La yodacién se realiza en un volumen fingl de 0.3 ml en trletanolamina-HC1 50 mM pH
8.0. Se usa 1 mCide 125 1y 5 ml da una solucion de Proleina A Smg/ mi{Pharmacia). La mezcia proteina-
yodo se {ransfiere a un lubo de vidrio ("soda lime") al cual previamente se agregan 20 ! de Soluclén de
ledogen {Pierca Chem, Co.) (1.8 ng /ml de cloroformio) que se evapera con nitrégeno gaseoso lralande de
dejar una monocapa en |a parte inferior del tubo. La mezcla proteina-yodo se Incuba 15 min en hielo y se
transfiere a un tubo conteniendo 5 pl de 2- mercaptoetanol, para detener la reaccidn. La mezcla se aplica a una
columna de 0,75 x 15 cm conteniendo Sephadex G-10, equilibrado en trietanolaming- HC! 50 mM (pH 8.0), se
colectan las fracclones ( 1 mf) y se utiliza una alicuola de 2yl para determinar la radiaclividad Incorporada, en
un contader de radiaclividad gama; la proleina A marcada se recupera generalmente enlre las fraccliones 5 y 7.

Preparaclén de las muestras,

Las células HeLa son crecida en MEM (como se describe anteriermente), al Hegar a la confluencla las cajas p-
60 son colocadas en hielo y se les relira el medio. Se lava la monocapa con los amortiguadores de control , de
establlidad y de ailelamienlo ( cada uno da esles amerlighadores e usa segun el experimento a reallzar) se
raspan las cajas y s aficuotan ( aproximadamente 300yl para cada alicuola ) colocandolas & 4°C 0a 37° C
por el iempo determinado segin el experimenlo & realizar y se preparan para ser colocadas en el gol de
poliacrilamida.

Tratamienlo Choque Térmico (Heat Shock). Las cajas p-60 a confluencia se coiocan en un home que
previamente se ha puesto a 45° C, Se dejan ahi por el tiempo determinado por el experimenle a seguir, Las
células va Iratadas se raspan y alicuotan para ser congeladas en nitrégena liquido inmedialaments, Las células
que se someten a tlempas de recuperacion se colocan a femperatura de cultivo (37°C) durante el periodo de
{lempo segun el protocolo del experimento.

Para la fitima parte de esle Irabajo se colocan las cajas como anteriormente se describe en iratamiento
hiperiérmico e inmediatamente después del choque térmico se cofocan bajo el microscoplo y se toman fas
folograffas.
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RESULTADOS.

Este trabajo se realizé en dos parles, la primer parte ost4 basada en el estudio de Kim y
Dahmus sobre las condiclones de establlidad de la RNA polimerasa 1l En esta parte se
muestran los resultados de las condlclones In vitro condicienes que involucran diferencias en
los amortiaguadores, camblos en la temperalura y diferentes periodos de tlempo, en las cuales
la polimerasa permanece estable.

En {a segunda parte del trahajo se presenta al choque térmico cemo una condiclén de
fenslon gue logra desestabilizar a Ia enzima; la condicién hiperlérmica de desestabillzaclén de
la pelimerasa 110 ,subunidad llo Involucra diferentes periodos de tiempo y dos temperaluras.

La RNA polimerasa, de acuerdo con el trabajo de Zawel y Relnberg (Zawel y
Reinberg. 1983) es uno de los siele factores (lIA, 1B, D, IIF, IIH, IIG, IIE, {14 sin el cual el
proceso de lranscripcldn en su etapa de Iniclacién y la elongacién no se llevaria o cabo. Cuando
la enzima s6 integra 8l complejo de preiniciacién lo hace en la forma 11A ( subespecle lIA que
tiene e! dominio carboxi-terminal sin fosforilar) y con ayuda de una cinasa pasa a la forma
fosforilada 110 para comenzar la elongacién interacluando directamente con los fatlores Sil y
TFIF (Sallzman y Weinnman, 1889).E1 palrdn electroléretico de ia RNA pollmerasa Il de timo de
temera o de higado de rata bajo condiciones nativas reveld varias bandas. En 1974 Kedinger y
cols. {Kedinger, Glssinger y Chambon, 1974) reporaron que la eleclroforesis de gada banda en
la presencla de SDS reveld que las bandas contiencn polipéptidos (dénticos excepto por el més
grande, el cual varla de 180 000 a 240 000 d. Ni el afiejamicnlo deliberado del extraclo crudo nf
el uso de un inhibidar de proteasas como el PMSF tuvo efecto sobre la establlidad y la cantidad
de las diferentes formas de a enzima. Por eslo Infirieron que la heterogeneidad y la estabilidad
no era debida a la proteofisis duranle la purlicacién de la enzima. Inversamente en levaduras el
uso de PMSF v el culdadoso conlro! del pH para minimizar 1a activacldn de las proleasas se
Juzgb necesario para la deteccién de una subunidad mayor no degradada. Kim y Dahmus en
1988 realizaron un anélisls Inmunoquimico de la polimerasa de fas subespecies |10 y WA (ferma
fosforilada y desfosforilada respectivamente) en el cual reportan que i polimerasa HO es
establlizada por la inclusion de inhibidores de proteasas y allas concentraciones de EDTA y
EGTA.

Prosigulendo con las condiciones que deseslabilizan & la enzima Galiglio y cols en 1987
hacen un estudio sobre las modificaciones de la subespecie 110 después de la infeccion viral
{condlcién de estres) (Rangel y cols, 1987) reportando que la infeccion de células Hela con
poliovirus resulta en un dréstico decremento de la {ranscripcién de la célula huesped. Estos
Investigadores analizaren la distrbucidn de la RNA polimerasa I0 antes y después de la
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Infecclén viral, Los andlisis de la enzima libre y ligada a la cromatina indicaron que hay una
significativa reduccién en la RNA polimerasa /0 después de la infeccitn y concluyeron que la
inhibicidn transcripclonal del huesped Inducida por el pollovirus ocurre a nivel de la iniclacién de
la cadena e involucra alguna modificacién o desestabilizacin de la RNA polimerasa (1. En 1988,
estos mismos Investipadores (Rangel y cols.1988) logran estabilizar la enzima después de la
infeceldn de poliovirus, El efecto de la ciclcheximida en fa desestablilzacién inducida por
peliovirus de la RNA polimerasa fué Investigada. La inhibicidn de la sitesis de protelnas, en
periodos secuenciales durante la replicaclién viral (condicién de tensién para la célula ) Implde la
modificacidn de la RNA polimerasa unida a |a cromatina, M4&s adn, la Inclusién de Zing a una
concentracién que inhibe el proceso de protedlisis postransduccional de ia poliproteina viral
tamblén evila la desestabilizacidn de la RNA polimerasa 110,

Estabilizacién de la RNA polimerasa [0 subunidad llo.

La Inclusién de agentes quelantes (EDTA y EGTA) logra eslabllizar in vilio a Ia
enzima RNA polimerasa {0 ast como Ia Inclusion de agentes reduclores (OTT y fi -Me) log:a
deseslabilizarfa de manera que disminuye su movilidad eleciroforélica y llega a modificarse de
manera que el anticuerpo no logra reconocerfa,como se muestra en los sigulentes resullados.
Las temperaturas ulilizadas fueren las de 4°,25° y 37°C.

Los Iisados lotales fueron tralades con ameriguador do estabilidad (alta
concenlracion de EDTA y EGTA) y con amortiguador de ailejamiento ( DTT y beta-Me) para
conocer e comportamiento de la enzlma; En ia primer condicién de estabilidad se aprecia poca
diferencia con respecto al control y en la segunda condicion se nota una pequefa
desestabllizacién de la enzima que se reflefa en una banda poco uniforme con respecte al
control (fig $0.caril 1 y 2 ). Las bandas que aparecen y que tlenen peso mener con mayor
movllidad electroforélica no son de impodancia en esle {rabajo ya que esté enfocado a la forma
110 ,subespecle llo, de la RNA polimerasa Il y el anlicucrpe logra reconocerlas ya que es un
anticuerpo policlonal,

Como no se encontraron diferencias importanles a tiempo cero se recurre &
camblos en el tiampo con a misma temperatura de 4°C.

Los cultivos celulares fueron Iratades con amortiguador de estabilidad y con
amortiguador de afejamiento o degradaclon por 48hrs a 4°C. En la primer condicién se nota
cleria Irregularidad en la banda proteica de la lio con respecto al conlvol, ¥ en la segunda
condlclén se aprecia una banda proleica més ancha que denota una deseslabllizacién de la
enzima . La aparicion de la banda de menor peso {fig. 11 camiles 1y 2) podria deberse a una
proleolisis de la enzima al deseslabilizarse su eslructura  duranle las 48 horas que estd en
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contacto con el amortiguador de ailejamiento, eslas bandas no perlenecen a las subunidades lla
ni lIb y tienen un peso molecular de 200 Kd.

Posteriormente se realiz6 un experimento en donde se coloca el control a
tiempo cero y la condicidn de degradacion o aflejamienlo por 48 horas a 4°C mostrando una
diferencia marcada entre las dos bandas proteicas, ya que | banda aflejada es extensa , ocurrié
un aumenio en su movilidad eleciroforélica, bajando , demostrando que esta condicién
desestablliza a la enzima en su forma [lo, (Resuitado no mostrado),

Como la enzima se mostraba hasta clerto punto estable a 4°C | se decidié
trabajar con una femperatura mas alta, a 25°C ya que ¢s la temperatura a la que se trabsja
normalmente en el {aboralorio y esta temperalura podria afeclar la establlidad de la enzima.
Los cultivos celulares se lisaren en amortiguador de degradacion y se realizé una cinélica de
afiejamiento con dlferentes tiempos. Lo que se aprecia en el siguienle resullado (lig.12 ) es que
la banda proteica con respecto al control se va desplazando hacla los 214 kd sin Hegar nunca a
cambiar de flo a lla ( no llega nunca la accién de! amortiguador a desfosforilar a la flo) y a las 48
horas es notorio e! aumento de la movilidad electroforética de la banda proteica de llo con la
consiguiente aparicldn a partir de las 24 horas de una banda de protelna con un peso de 200 kd
que denota una posible protedlisis y una deseslabilizacién en la estructura de |a enzima que no
llega a tener ,como se dijo anteriormente, el peso de 1la de 214 kd ni el de Ilb de 180 kd.

A esta lemnperatura se puede lrabajar con la enzima hasla 2 horas sh
que se produzca una degradacion significativa (camiles 1-4 de la fig. 12 ).

Sigulendo el trabajo de Kim y Dahmus (1986) que reporta que la
subunidad llo de la subespecie |10 de limo da lemera “desaparece” a los § minutos a 37°C con
amortiguador de aitejamiento, y tomando en cuenta que esta temperatura: a) es la temperatura
de cultive en {a cual se crecen la mayoria de los cullivos celulares eucarlontes, b) es uno de los
pardmelros que més se acerca a las condiciones "ln vivo" en que se lleva el procaso de
transcripcion, c) es la temperatura ifmile a fa cual se puede trabajar con la enzima ya que un
aumento de este parémetro causarla la desnaturalizacién,

d) con esle grado de calor se abarcan lodos los rangos de temperatura a ia que se puede
trabajar con la RNA polimerasa y e) es a esta temperatura en la que la polimorasa se encuentra
integramente activa y en pleno funcionamiento, encontrdndese perfeclamente delimitadas las
formas 1A y 110 3se trabajé tratando los lisados celulares totales con amortiguador de eslabilidad
y con amoriguador de alejamiento ( tiempos 5,15,45 y 60 min,) a 37°C . En los resultados que
se muestran se aprecian diferencias nolables en la estabilidad de la enzima con respecto al
control. La primer condicidn, amodtiguador de estabilidad por 5,15,45 y 60 minutos, muestra
clerta eslabilidad de la enzima hasla los 45 min, llempo en e! cual el anficuerpo comicnza a
tener problemas para recenocer a la enzima y ya no la reconoce a los 60 minulos ; la segunda
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condicidn, amorliguador de degradacién o aiejamiento por 5, 15, 45, y 60 minutos, muesira que
la enzima ha sufride una desestabilizacién tota! y el anlicuerpo es incapaz de reconocerla . A
esla lemperatura se encueniran las mayores modificaclones esiructurales de la polimerasa llo, y
se puede trabajar en elta hasta los 15 minutos sin afectar la estabilidad de [a RNA polimerasa
110 subunidad Ho,
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Fig.l0. Inmuncdeteccidén de la enzima RNA polimerasa IIO.
Los lisados totales fueron tratados coh amortiguador de
estabilidad (Es) y amortiguador de degradacidn (De). A,
es la autoradiografia y B, la tincién del gel.Carril C
control, carril 1 amortiguador Es, carril 2 amortiguador

De. Ambos carriles con tiempo O a 4°C.
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Fig.1ll1l, Estabilidad de la enzima a 48 horas a 4°C. Los
lisados totales fueron tratados con amortiguader de
estabilidad (Es) y con amortiguador de degradacidn (De).
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de peso molecular de RNA polimerasa IIO.
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de la polimerasa a 25°C. Los lisados totales fueron tratados
con ameortiguador de degradacidn (De) a 25°C. Carril C
control, carril 1 De por 0 horas, carril 2 De por 1 hora,
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De por 24 horas, carril 6 De por 48 horas, carril 7 marcador

de peso molecular.

87



pol Ilo

Fig. 13. Autoradiografia de la cinetica de degradacion

y estabilidad de la enzima a 37°C. Los lisados totales
fueron tratados con amortiguador de estabilidad Es y de
degradacién De a 37°C. Carril C control, carril 1 marcader
de peso molecular de RNA polimerasa I1I, carril 2 Es por

5 min,carril 3 Es por 15 min, carril 4 Es por 45 min,
carril 5 Bs por 60 min, carril 6 De por 5 min, carril 7

De por 15 min, carril 8 De por 45 min, carril 9 De por

60 min.
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Establlidad de !a enzima RNA polimarasa llo ante el Choque témico.

Una de las condiclones que de manera mas importante desestabilizan a la enzima RNA
polimerasa 10 subunidad llo y que invoiucra algtin camblo en el complejo de transcripcidn es el
Choque Térmice. En 1962 Ritossa descubrié que especificos sliios de transcripeidn acliva (los
llamados puffs) en los cromosomas de Drosophila busekil pued%an ser inducidos per un breve
choque térmico ;en 1974 Tissieres y coi. descubrieron que e cholque témico Induce fas sintesls
de un pequeflo nimero de polipéplidos y reprimla la !ranscﬁpclbn de otros; en 1975 se
descubrid la sensibliidad aumentada a [a hipertermia que presentaban las células transformadas
{Kase y Hahn.1975). Como o reportd Gemer y Schneider en 1975 en células de mamifero la
hiperiermia causa cambios que dependen de la lomperatura en Ios parémetros de crecimiento
colular, reduce la sintesis do proteinas y del metabolismo, y conileva a una pérdida de la
capacidad proliferativa. Slater y cols, en 1981 reportan que las células humanas cultlvadas
responden al choque térmice por medio de un incremento en la sintesis de al menos tres clases
de protelnas ,este frabajn, usando Inhibldores como actinomicina D y cicloheximida, sugiere
que el control de esta respuesta en células Hel.a es ejercido a nivel transcripclonal.

La respuesta chogue térmico, como Io reporta Ashbumer y Bonner en 1678, es
primeramente de origen {ranscripcional. Trabajos subsecuentes han encontrado una secuencia
conservada que se extlende entre las posiciones -70 y -40 comiente aniba (upstream) de los
genes cht. (Pelham 1982), Existen tres faclores que permiten & la polimerasa reconocer estas
secuencias en el promotor e iniclar {a transcripeidn de estos genes chl eslos factores fueron
reportados por Parker y Topol en 1984. En afios més recientes se postula la sintesis de
chaperoninas, proteinas cht,que tlenen la funcién especifica de proteger a los complejos
proteicos mas importantes de la célula (Jakob y cols. 1993),

Lo cual nos lleva a preguntar el comporiamiento de fa pofimerasa anle el choque
lérmico .los resultados que se muesiran afirman que la polimerasa N0 sufre una
desestabilizacion temporal la cual no permile al anticuerpe policlonal reconoceria , asl mismo se
recurre a la temperatura de cullivo para una recuperacién tanto de la maquinania transcripcfonal
como de |a misma enzima,

A los cultivos celulares se lesdld ef chogue ténmico durante 5, 15 y 60 minutos; el
resullade muestra una reduccién dramética en la estabilidad de fa enzima , la disminucldn en la
intensidad de la banda proteica es noloria con respecto al conlrel (fig 14 carviles 1y 2) debido
probablemenle a que et tralamiento hipenermico afecta directamente a la enzima
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Fi.14., Efecto del choque térmico sobre la estabilidad

de la RNA polimerasa IIo. Los lisados totales fueron tratades
con chogue térmico a 45°C, A autoradiografia, B tincién

del gel, carril C control, carril 1 cﬁoque termico por

5 min, carril 2 chogque térmico por 15 min, carril 3 chogue
térmico por €0 min,
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desnaturalizando pare de su estructura terclaria , considerando que 5 y 15 minulos es un

perfodo corto de tratamiento hipertémico como lo reporta Burdon y Cutmore en 1682,
Examlnando los resultados anteriores se prosiguié con el sigulente expadmento
para conocer la establlidad de la enzima a tiempos més largos de tratamlento hipertérmico |, 1,
2,3, 4y 5horas . La estabilidad de la enzima permanece constante durante las ¢inco horas de
choque térmico, lo cual se muestra en el siguienia resultado { fig. 15) . La RNA polimerasa
tolera el choque témico por tiempos fargos (5'horas) sin que $e apracie algin efecto Sobre ella,
50 podria declr que |a célula ha adquirido tenno%lolerancla (Cralg. 1985 ) es declr que existe una
comelaclén entre la presencla de las pchl" y la resistencla de fa célula al tratamlento
hipertérmico ademas de que logra llevar a jcabo todo el metabolismo celular tenjerido la
protaccién de sus conglomerados proteicos mds importanies por medio de las chaperoninas,
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Fig.15. Efecto del choque termico sobra la RHA polimerasa

en tiempos largos. Los lisados totales recibieron tratamiento
hipertérmico a 459C, carril C control, carril 1 ch t por

1 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 §

horas.
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El sigulenta experimento se hizo con el fin de analizar la establiidad de !a enzima dan
cultivo celular un clerlo tiempo de recuperacldn a 37°C.

Los resultados que se ven ensegulda (fig 16 ) muestran que a enzima se desestabiliza ¢
manera después del choque térmice duranie 5 y 15 minulos que el anticuerpo es incaps;
reconoceria a pesar de permanecer 2 horas a 37°C; la banda proteica que comespondc
tratamiento por 60 minutos de chogue térmico con 2 horas de recuperacién tenen
intensidad uniforme denotando una enzima estabilizada que es bien reconocida pe
anticuerpo; Ia siguiente condicidn que es la de 5 minules de choque térmico con 24 hors
recuperacidn muestra una banda casi imperceptible (camil 7) lo que denota uha enzima que
completamente desestabilizada y que tal vez ha sulido un rompimiento protealitico
después de 15 minutos de choque térmico la polimerasa llo  paréce recuperar su establ
{camil 8) y por Gittmo a los 60 minutes de choque 8rmico con 24 horas de recuper:.
muestran una enzima completamente estabilizada y reconocida por el anticuerpa (caril 9),
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Fig.16. Efectc del chogue térmico sobre la estabilidad

de la RNA polimerasa IIo con tiempos de recuperacidn.
Después del choque termico los cultives fueron colocados

a 37 C . Carril € control, carril 1 ch t por 5 min, carril
2 ch t por 15 min, carril 3 ch t por 60 min, carril 4

ch t por 5 min con 2 horas a 37 C, carril 5 ch t por 15
min con 2 horas a 37 C, carril 6 ch t por 60 min con 2
horas a 37 C, carril 7 ch t por 5 min con 24 horas & 37

C, carril 8§ ch t por 15 min con 24 horas a 37 C, cacril

9 ch t por 60 min con 24 horas a 37°C.
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Morfologia de cultivos celulares eucariontes después del choque térmico.

El siguiente blogue de resullados muestran el efecto del choque térmico sobre los cuttlvi -
celulares eucariontes, No existe hasta 'a fecha algin reporte que mencione el efeclo Sobre '
morfolegfa de los cullivos celulares con los cuales regularmente se {rabaja en los laboratorios.
El desarrollo de nuevos métodos para el cultivo de células animales in vitro |
contribuldo en forma extraordinaria al progreso de la biologla y 12 genética en gener:.

(Wolstenholme. 1971); fos cultivos de céiulas primarias obtenidas a partir de tejidos cancerast. -
difieren de las de células normales an que tienden a formar monecapas y las células eslt
orientadas al azar { por ejemplo las células Hela); las células cancerosas pueden resistir ui.
nimere mayor de pases que las normales , presentando el fenémeno de Inmortalidad, diche
células crecen rapidamente para formar una monocapa y a continuacion el dtmo de crecimler.
disminuye considerablemente (Weber y Rubin.1871), A través de ‘os repetidos pasos a que st
sometidas, las lineas celulares presentan cambios considerables, debido a la aparcién ya'
seleccién de variantes. De esta forma, las células se superponen y se orientan imegularment
con respecio a las demas, Estas lineas celulares transformadas son generalmente neoplasicer
es decir, producen cancer en caso de ser \ransplantadas a un animal Isogénico (Basema
Stein.1971).

La célula se une aia base del frasce de culiivo por algunos puntos, hallandose separa:
de ¢l por una fina capa de medio. Los puntos de unién se ponen de manifiesto después de
. tralamiento moderado con trpsina: el ciloplasma se retrae hacia el nicleo |, pero sig:
conectado con los puntos da unién , célula-célula, mediante delgados pseuddpodos. En esta:.
células se observan microtibulos en las parles extendidas del citoplasma, formando ¢

esqueleto celular (Wessells y cols, 1671).

Como lo reporia Kase y Hahn en 1875 las células transformadas son mayomer;
afectadas por el tratamlento hipertérmico y son rapidamente destruldas por €. Esk
Investigadores trabajaron con fibroblastos de embrién de pulmén transformados con Sv-40 |
encuentran que se detfene su crecimiento exponencial después del choque térmico asi como ¢
capacidad de sob:evivencia.

En base a estos datos reportados se trataron los cultivos de cétulas cancerosas (Hela) y célul.
transformadas (CVIP y PK15) con chogue témico para conocer el efecto Sobre la morfolo:
celular,

£l cullivo de células HeLa fué expuesto al choque témico (45°C) por 5, 15, 30y
minutos (fig 17) y observada su morfologia; fo prinlerc que se nota es la cantided en aumer:
de células muertes ( formas redondeadas y de calor blanco ); los espacios en la monocep~
van haciende visibles conforme avanza el tratamiento hipertérmico (c, d);a les 30 minulos
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Uniones eatrechas o = Medio

Fig. 9.Corte tcansversal esguemitice,,de un cultivo sobre
un soporte sdlido en medio liquido. Los microfilamentes
se indican en negro.El medio esta situado en el exteriocr
de las células como en las vesiculas pinociticas.
(Modificado de Brunk y cols. 1971).
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tratamiento se comienzan a notar alteraciones en la morfologfa (d) las células muestran camblos
importantes en su morfologia hasta les 80 minutos de choque térmicoa () noléndose pequefias
estrucluras parecidas a pseuddpodos que salen de Ja membrana plasmética y se comunican con
otras células de la vecindad, su forma original ha sido pérdida casi en su totalidad y obssrvando
el contro) se puede ver claramente que las células han péndido el conlacto entre membrana-
membrana de las células cultivadas normales en monocapa; los espacios son debidos a fa
cantidad de células que no lograron sobrevivir y que flolan en el medio; la mayorfa de las
células presenta pequedas vacuolas que podrian deberse a enormes conglomerados de protefna
que se estdn pegando unas a otras al exponer sus partes hidrofobicas ya que estén slendo
parcialmente desnaturalizadas o bien a que estén siendo profegidos en enormes complejos
Chaperoninas-intermediarios-protefnas nativas; las células tienden a alargarse. Se puede
trabajar con las células HelLa hasta los 30 minuios de choque térmlco sin que se aprecle efeclo
sobre la monocapa y se puede trabajar con ellas hasta los 15 minutos de tralamiento
hipertérmico sin que sufra alteraclones la morfologia celular.
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Fig.17. Bfecto del tratamiento hipertérmico sobre el

cultivo de células HeLa. Los cultivos fueron tratados a S0

A control B chogue 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, B,C,D y E aumento de 20X,

68



Fig.18. Efecto del tratamiento hipertérmico sobre el cultive
de células CVIP.Los cultivos se colocaren en tratamiento
hipertérmico a 45 C. A control, B Chogue por 5 min, C
choque por 15 min,D choque por 30 min, E chogque por 60

min.

Aumento de 20X.
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Fig. 19. EBfecto del tratamiento hipertérmico sobre el
cultivo de células PK1S, Los cultivos se colocaron en

un bafo a 459C. A control, B chogue t por 5 min, C chogue
t por 15 min, D cheoque ¢ por 30 min, £ choque t por 60
min.

aumento de 20X.
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Las células CV1P de rifién de mono fueron expuestas al choque térmica por 515,30 y 60
minutos; e! resultado muestra (fig.18 ) la continuidad de la monocapa an el control y a apariclén
de espacios €n ésta a parir de los 15 minutos de choque térmico (c) ; se aprecia el aumento de
células muenas conforme va en aumento el tlempo del choque; estas células comienzan a
tener altaraciones en su morfologla a los 5§ minutos de tratamiento (b) notdndose ndcleos muy
cercanos y membranas daiiadas, ya en esta etapa aparecen de manera poco notable las células
con dos nitcleos en ef mismo citoplasma, fendmeno llamado "formacion de sincitios* que se
presenta cuando estas células son Infectadas con el virus del SOA (sindrome del ojo azul)
infecclén que tamblén es considerada situacién de estres (Francisco Dominguez, 1983) Estos
sincitios  se apreclan més notablemente a los 15 minutos de tralamiento; La pérdida de la
morfoloia es patente a los 30 minutos de choque apreciindose la aparicién de las estructuras
alargadas que salen del citoplasma, Estas células son drasticamente dafiadas por el chogue
térmico y siHfren perdida de viabilidad hasta en un 100%.

Por altimo se expusferon las céluas PK15, de ritén de cerdo, al tratamiento hipertérmice
por 5, 15, 30 y 60 minutos; en el resultade se muestra (fig.19) la continuidad de la menocapa
hasta los 30 minulos de tratamlento (d) , continuidad que no es conservada a los 60 minutos de
tratamiento (g); los espacios en la monocapa se nolan hasta los 60 minutos del choque; el
fendmeno de formacion de sincitios aparece a los & minutos de choque y las alteraciones de la
morfologla comienzan hasta los 60 minutos de choque témmico. Es poco el porcentaje de células
muertas con respecto a los resultados anteriores y el alargamiento de las células tamblén
comlenza a los 60 minutos. Estas células fueron las més resistentes al calor y su viabilidad solo
decrecié en un60%,
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Tralamiento de chogus térmico con tiempo de recuperacidn a 37°C,

A todos 1os cultlvos se les colacé a 37°C después del chogue térmico, los resultados muestran lo
sigulente: Los cultives no recuperan su morfologia, las células tienen fa misma morfologia que
presentaban despuds del choque térmico , a los 30 y 60 minutos de tralamiento el dafio a nivel
de estruclura proteicas, de membrana plamética, es Imeversible; las estructuras parecidas a
pseuddpodos que salen del citoplasma no desaparecen durante el tiempo de recuperacidn y se
observa que en general los cultivos celulares no tlenden a la normalidad morfolégica sine al
contrario ademds de las deformaclones que presentan las células, su viabiiided baja del 30% al
100% en las células CVIP y Hela {fig. 20, 21) o blen
conservan la viabilidad sin recuperar 1a forma celular original como las células PK185,

fig.22).
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Pig. 20, Cultive de celulas Hel,a con tiempo de recuperacién.

ros cultivos,despuds del cratamiente hipertécnice, fuecan
colocadus poc & horas & temperatuea de cultivo. A8 min
g chogque £. 8,15 win de choque ©.200 min de chogue t.D.80
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Frg.2b.0ultive de celulas CVTP zon ticopo de recuperacisn,
Los cultivos, después del tratamiento hisertéraice, fuersn
polecades per 2 hovas a Cemperaturd de cultive. A5 min

de choqua t. B, 15 win de chogue t. T, 30 min de choque
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Grafica . Viabilidad de los cultivos después del chogue

térmico.El cultivo de células CV1P fue colocado despues

del chogque térmico, a temperatura de cultivo y se observe
al microscopio para calcular el por ciento de viabilidad

durante los 4 dias siguientes. a} 5 min de choque t. b)

15 min de chogque termico. c) 30 min de chogue t. d) 60
min de choque t.
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DISCUSION.

ESTABILIDAD DE LA RNA POLIMERASA 110, SUBUNIDAD llo.

Las prolginas son las moléculas organicas mds abundantes en la célula, se encuentran en lodos
los componenles de cada célula ya que son fundamentales en todos los aspeclos de su
estructura y funcion (Alworlh, 1872). Ceda lipo de molécula protelca posee en su eslado nativo
una forma lridimensional caracterislica que es conocida como su conformacién (el término
conformacién se reflerc a la ordenacién espacial de [0S grupos sustiluyentes que son libres da
adoptar posiclones diferentes sin que se produzca ruplurg de enlaces, debido a la posibilidad de
rolacion alrededor de los enlaces). Las proleinas globulares estan consliluidas por cadenas
polipeplidicas plegadas estrechamente de forma que adoplan fonnas esférica o globulares
compaclas; casi lodas las enzimas son prolelnas globulares como los anlicuerpos vy las
horinonas, La eslrsclura terciaria se refiere al modo como la cadena polipeptidica so curva o se
pliega para formar la estructura estrechamente piegada y compacla de las piolelias globulares
(Haschomeyer. 1873), La estruclura cualernaria pons de maniliesto como se disponen en el
espacio las cadenas individugles palipeptidicas de una prolelna que posee més de una cadena
por fo tanto el término més general de conformacidn se emplea para referirse a la eslruclura
combinada secundaria, terciaria y cualernaria de una proleina (Moore ¥ Stein. 1973), Muchas
moléculas proleicas sclo rellenen su actividad bioldgica denlro de una flucluaclon muy limilada
de temperalura y pH. La expesicion  de protelnas solubles o glohulares a pH exlremos o a
{emperaluras elevadas, les hace experimentar un cambio conocido como desnaluralizacion, el
cfecto mds visible es el descense de su solubilidad, Puesto que los enlaces quilmicos covalenles
del esquelelo peptidico de las proteinas no se rompe duranle este lralamiento se ha llegado ala
conclusidn que la estruclura primaria permanece Infacta, La mayor parte do las proteinas
globulares se desnaluralizan cuando se Incrementa 12 temperatura a 60°-70°C. La consecuencia
més Imporiante de s desnalurallzacién es que las enzimas globulares plerden su aclividad
bloldglca caraclerlstica como la capacldad catalifica,

Las enzimas son una clase muy amiplia de proteinas que tenen una funcién biolégica
especifica, cada tipo de enzima lienen un centio activo al que se unc su estralo especifico
duranle el ciclo catalitico {(Haschemeyer y Haschemeyer, 1973), El anélisis por rayos X de
algunas protelnas globulares muestra que cada tipe de proteina tlene un mode diferente de
plegarse o sea una eslructura terciaria distinta, La mayor parte de las proteinas ylobulares
comparlen tres caracleristicns comunes: 1) un plegamiento compacto con poco o ningdn
espacio para las moléculas de agug, 2) una localizacién exterlor de todos los grupos hidrofilicos,
3) una localizaclon Interior de los grupos hidrolbbicos { Tandford,1973). Una vez formada ta
estruclura lercimia de una prolelna globular o enzima cooperan en su eslabilizacion cualro tipos
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de inleracclones: 1) los enlaces de hidrdgeno enlre grupos peplidices, 2) los puentes de
hidrogeno entre grupos; 3) las Interacciones hidrofébicas entre grupos no polares y 4) los
enlaces Idnicos enlre grupos cargados posiliva © negativamente tales como el -COO y e -NH3
{Jenks.1973),

Un Imporanle atribulo de las enzimas es su enorme poder catalitice , y a posar de ser
moléculas rolelivamenlte frigiles, desarrollan sus funclones catalilicas en disolutiones acuosas
diluidas a pH bioldgico v a temperalura de cullive {Kirsch,1973).

La RNA pofimerasa es una enzlina que franscribe DNA a RNA por medio de un
mecanismo complejo de transcripeitn que Involucra 7 factores generales que cooperan con
polimerasa para que lleve a cabo sy funcibn (Chambon.1875). La sintesis de RNA es
dependiente de la prosencia de un catibn divalenle como el magnesio (Mgt+) o ¢l manganeso
(Mn++). La dependencia de los melales de fa reaccién es debida presumiblemenre a que el
requerimiento de unir los sustratos nucledlidos como st fueran metales quelantes, Los alcoholes
polthidricos, tales como el glicerol y el elitenglicol estimulan varias veces la aclividad " in vitro"
dela polimerasa(Dynan y Burguess. 1979) y podria involucrar una eslabilizaclén de la estructura
de ia enzina. En algunos casos los fones meldlicos en glicero! poco puro causa una inhibicién
de la aclividad de la polimerasa y eslo puede ser evilado mediante el incremento de (a
concentracion de EDTA (Blair. 1877). La contaminacion con prolepsas también afecta la
eslabilidad y la actividad de fo RNA polimerasa, la Incubacién de RNA polimerasa i1 purificada
de germen de \rigo con polimerasa nativa do timo de ternera resulla en un rompiniento de las
subunidades mas grandes de fa enzima que gencra polipéptidos de pesos moleculares
pequedos (Jendrisak, 1978).

Las proteasas, que pueden contaminar a la pelimerasa, son Inactivadas por medio de
el hervir las muesiras cn presencia de SDS y un agente reduclor como el - Me en la
inmunodeteccidn de la enzima por electroforesls en gel de poliacritamida;, muchas proleasas
son aclivas en soluclones SDS a lemperalwia ambiente (25°C). El SDS aumenta
dramaticamente la proporcién de degradacion proleolitica de la mayoria de las proteinas,
presumiblemente porque este delergente rompe la es(ru'lclura {erctaria, dando silios polenciales
do ruptura que son méis accesibles para las proleasas (Pringle.1970). Kedinger y col, (1974)
reporiaront que ni el allejamiento deliberade del exiracto crudo ni el use del inhibidor da
proteasas PMSF tienen algun efeclo sobre las canlidades relalivas de las dilerenles formas de
la enzima, asl que la heterogeneldad no es debida a ta profedlisls limitada durante e alslamiento
de la enzima, lnversamente, en levaduras el uso de PMSF y el cuidadoso control del pl{ del
exlraclo o lisado minimizan 1a aclivacién de las proleasas (Dezelee y cols. 1976) para ublener
las especies mds grandes de la pelimerasa sin rastros de degradacitn. La presencia de una
proledlisis ¥ una deseslabilizacion al lral{njar con la enziima, han sido las bases de toda una
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linea de Invesligacion (Hedo y Blalll. 1077), D'Alesslo y cols. 1979, Smillh y Braun. 1978,
Guilloyle. 1980 , Malcolm 1980). Como lo reportd Dezelee y cols en 1876, las proloasas
presentes en exiraclos crudes pueden hacer complejos con los inhibidores que no son
remavidos hasla los ullimes estados de puiificacién, Asi qus la incubacién de los exlraclos
crudos no pueden aumenlar “in vitro" la proledlisis. M&s ain debe recordaise que de las 5 clases
de proleasas (Walsh. 1975) solo una es sensitiva al PMSF. La eslabiiidad y la aclividad
catalltica de la enzima es sumamente {ragil reportandose {rabajos ( Harding y Beychok. 1974}
en los cuales se descslabiliza y desnaluraliza a |a polimerasa obteniéndose {a perdida total de la
aclividad y el dafio irreverstble en 1a estructura terclaria de la enzima, Los primeros Inlentos de
solubilizar y purificar la RNA polimerasa de una gran variedad de fejldos diferentes (Jacabs.
1973} han fallade debido a la baja recuperacion de la enzima soluble y a la ineslabilidad que
presenta la pollmerasa en los subsigulenles pasos de purificaclén, Se han propuesto lres tipos
de métodos desde 1970 que han resultado en mds altos rendimienlos de enzima solubllizada a
partir de varios tejidos, solo el primero interesa para los fines de este trabajo: la homogenizacién
del tejido total, homogenizacién e incubacidn de la§ células, nucleos o nucleolos en
amoriguadores adecuados en diferentes lienpos ya sea a 4°C ¢ a 37°C (Slein y Hausen. 1970
Bagshaw y Malt,1871, Chesterlon y Bullerworth .1971a,b, Furlh y cols. 1870 , Mertelsmann.
1869, Golberg y Moon, 1970, Sugden y Keller 1973), Estos irabajos sentaron [as bases para la
subsigulente investigacion de Kim y Dahmus (1986) de Rangel y col. (1~ 987) y Range! y cols.
(1988). Tados eflos repertaron condiclones en que la enzima sultia ciertos cambios, proledlisis y
deseslabillzacion por protoasas, por infescién con vitus, elg.

Los resullados presentados en esle ttabajo nos indican que :0) las proteasas presentes
en el fisado lolal parecen afectar de alguna mancra a la polimerasa y a su estabitidad y si se
prepara el amortiguador de cstabilidad con un inhibldor de proteasas es para evilar y descartar
a gccién de estas proteasas; b)podria decirse que la RNA polimerasa conserva su eslabilidad
ya que IE_z lendencia de la enzima es compoilarse de manera shmilar al conlrol y no permitir una
desestabilizacién al conservar su forma 1o inlacta y nunca pasar & la forma lla (Kim ,1986) que
liene el dorninio  carboxi-lerminal sin foslosilar, Las evidenclas apuntan a que el amorliguador
de estabilidad efectivamente eslabiliza a la enzima dejanda fosforilado el DCT y ha permilizndo
la protedlisis en las condiciones de temperalura de 4° C y 25°C, ¢) ol aumento de movilidad
clectroforética que muesira ta enzima marcadamente en fa condicion de lomperatura 8 25°C por
8 horas, 24 y 48 horas so debe muy probablemente a gue la conformacion de [a enzina, una
proleina globular sufre una desestabilizaclon a! perder algunos de sus interacclongs hidioldblcas
enlro grupos no polares que al separarse de la moléeula permilen que ésla se desplaze en la
malta de acrilamida, La enzima duranle el tratamiento con el amortiguader de eslabilidad parece
no perder su DCT ya que el anticuerpo fué preparado para reconocer rmayormente dominlo
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fosforilado como o roperta Kim y Dalinus (1986) aunque también puede reconacer
menormente |a forma lla ésta nunca llega a presentarse en los lisados establlizados que
contienen a la enzima RNA polimerasa 11 de células HeLa como produclo de una protedlisis
limitada a cousa de proleasas pero la lemperalura de 4°C, en los tiempes de 48 horas, a la
lemperalyra de 25°C, en los tiempos de 24 horas y 48 horas en Iz condicién de eslabilidad,
aparece una banda que pedria indicarnos que [a estructura esla perdiendo  estabilidad y en fa
cual estd involucrado la desfosforilacién de! DCT. Esla banda protéica podila explicarss coma
la desestabllizaclon de algunas moléculas protélcas de polimerasa que al perder parte de sus
rupos los(alos de este dominio no llcgan a definirse ni como lia ni como Ilb y bajan en la malla
de acrifamida hasta los 200 Kd.

A la temperatura da 37°C y bajo las condiclones do degradaclén, con la inclusién de
agenies reductores como el - Mo, se encuenlra la mayor deseslabiiidad que sufre la
polimerasa en eslas condiclones de degradacién y estabilidad. La poliinerasa pierde la
esiruclura que es reconocide. por el anticuerpo, eslo probablemente se debe a que : a) la
enzima ha perdido fa estabilidad de su conformacién y ha suliido un proceso do
desnaluraiizacion e Inestabilidad de las uniones i6nicas entre los grupes cargados debido a la
denaclén de cargas adiclonaies que proporciona el agente reductor (Jendiisak. 1878); o b) la
polimerasa ha pérdido el epitope que permite al anlicuerpo reconocerla, ya sea  por lo que se
acaba de disculir, desnaluralizacién, o blen que los enlaces de unién enlie los mminvécidos
- tyr,ser,pro, ¥ ire se hayan de tal manera inestabilizados que el DCT se pierde slendo entonces
Imposible que e! anticuerpo recenozea esa parte de la molécula que se ha degradado.

Los factores que de alguna mancra afectan a la enzima RNA polimerasa 110 subunidad
llo en las condiclones de degradacién son: proleasas que hidrolizan los enfaces peplidicos, el
agenie reduclor (-Mo) que dan cargas adicionsles y ta lemperatura que afecly de manera
directamenle proporcional a la enzima, a la elevaclon de temperalura corresponde a un grado
de desnaturalizactén. La manera como estos faclores afectan g la enzima ya Sea por proledlisis
limltada, desestabitizaclon conforinacional por exceso de cargas o la desnaluralizaclon de la
estruclura lerclarla, hacen que ef anticuerpo sea lcapaz de reconocer a la enzima a 37°C.

CHOQUE TERMICO.

La respuesta choque t&rmico es Ia respuesia generalizada que presentan todos los organismos a
-Rivel celular ante las siluacicnes de eslres que ocurren en el medio (Cralg. 1985, Taguchi.
1893). La respuesla se arigina 8 nivel transcripcional (McKnight. 1986) e Involucra  promotores,
faclores y a la RNA polimerasa |1, Existen mddulos en tos promotores que idenlilican un grupo
particular de genes que son llamados los elementos de respuesta, ejemplos de esles son los
elemenlos de la respuesta choque lénmico ECHT, los clemenlos de Ja respuesta glucocodicoide
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ERG, elementos de la respuesta metal ERM, Estes elemenlos do respuesta son reconocldas por
los factores que coordinan |a transcripcién de un grupo particular de genes. Eslos elementos
tienen las mismas caracterislicas de tos médulos de otros promoleres ¢ activadores, pueden
contener sccuenclas consenso corlas que pueden ser reconocidas en los promotores
adecuados, estfin presontes en ia regién de -200pb corriente arrba del punto de iniclo y
generaimente se presentan  en mdlliples copias; el ECHT se encuentra en un promotor
pariicularmente en los promolores de choque lérmico a -15pb del punto de inicio. EI ECHT es
reconocido por un faclor  de transciipeion, el factor de transcripcion de chogue ténmico FTCHT,
el cual es aclivo solo en células eslresadas; esic se une a un sitio que incluye a sccuencla
consenso CNNGAANNTCCNNG, El FTCHT se une cooperativamenle & elemenlos de la
respuesta adyacente proleglendo o culwiendo aproximadamente 27 pb (McKnight y Tjan
.1986). EI FTCHT de levadura llega a ser fosforilado cuando fas células son tratadas con
hipertermia, EI FTCHT liene clerta funcldn a temperatura normal, ya que el gene que codifica es
esencial bajo todas las condiciones es posible que sea requerido para Jos niveles basales de
franscripcion de genes ch | a temperaluras bajas (Guaarente, 1987) y son aclivados por
fosfaritacién para garantizar el incremenlo de la franscripcidn a temperaturas mas allas.

Las protelnas ch | son Inducidss por una gran varicdad de agenles y que tlenen como
efeclo comun un cambio en la oxldacidn (Ashbuner y Bonner, 1979, Boucchner y Ames. 1962) y
una acumulacién de nucledtidos adenilados. Dos de los inductores universales de la respuesia
cheque {érmico, el calor y el etanol pueden causar daiio a la membrana, resullando en una
Interferancia con el transpoite de eleclrones (Craig. 1985).

En 1688, Pelham propone que las pcht 70 lienen como una de sus funclones
reparar preribosomas dafados; propone que durante el cht las proleinas llegan a ser
parciatmente desnaturalizadas exponlendo Sus reglones hidrofGbicas las cuales interacluan para
lormar agregados insolubles,Por nedio de 1a unlén a las superficles hidrofokicas ta peht 70
limita tales interacciones y promueve la disgrepacion, entonces usa la energia de la hidrdlisis del
ATP para liberarse a sl misma del susirato sufriendo un cambio conformacional en el proceso.
Este reporto sienta las bases  para subsecuentes investigaciones . En 1993 Taguchi y Yoshida
proponen un modelo parecldo pero més complicado: las chaperoninas son pehl, estas no se
desnaturalizan y son estables hasta més arriba de 80°C. El estudio previo de Taguchi (1981) y
este reporle sobre la funcion de las chaperoniitas sugicren que 1a chaperona se une a un
Intermediario proteico plegable que se origina durante la desnaluralizacidn parcial de las
proteinas nalivas eslresadas y.el complejo entro la chaperonina y las proleinas parcialmente
desnaturalizadas (termediarios proteicos plegables lPI3) es eslable en ausencia de MgATP, ya
que si esld presente ol 14 aprovecha la hidralisis del ATP para liberarse del complejo. La
chaperonina caplura a los PP que pueden plegaise conformacionalmente con la ayuda del
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MgATP; una vez capluraro , et IPP es protegido de la desnaturalizacion ireversible haslé que la
chaperonina misma es colapsada por el calor, Las chaperoninas prolegen a Jos IPP, es decir a
las protelnas parcialmente desnaturalizadas, pera no a las proleinas nalivas, (o5 cual los lleva a
posiular que al produclrse la respuesta ch 1, las proteinas al desnaturalizarse y exponer sus
areas hidrofdbicas se convlerlen en IPP que a su vez son capluradas por las chaperoninas
sinletizadas formando un complejo chaperonina-(PR que resisie altas temporaiutas, despuds do
los cual se usa Ia encrgla del ATP para liberar el complejo.

De acuerdo a lo anterlor, los resultados muestran que cuando se da un choque érmico de
5y 15 min, hay una desestabilizacién que se refieja en : la respuesta ch  que se origina a nivel
{ranscripcional (Craig.1985), desnaturalizacién parclal de las proteinas nativas; al darse el
chioque ténmico in canlidad basal de chaperonlitas protege una porcién limitada de moléculas
de polimerasa, fas cuales siguen slendo reconccidas por el anlicuerpo, esto parece indicarnos
que la polimerasa protegida ha sintelizado nuevas moléculas de enzima y de chaperonas que
forman co:ﬁplejos de proteccion y al aumentar el ndinero de moféculas al Hegar al liempo de 60
min de cht1, ef anticuerpo reconoce a la enzima siendo noloria el aumento de la misma,

Lo anteriormenle propuesto se verifica en el siguicnte experhnento, en el cual Se dé un
choque térmico durante 1,2,3,4 y 5 horas. La banda prolefca de 240 Kd perlenecicnle a la RNA
polimerasa llo permanece eslable durante estos periodes de {ralamienio hipeitérmico debido a
que probablemente los complejos  chaperonina-polimerasa s¢ hayan eslabilizados y las
chaperoninas estén proleglendo funcional y estructuralmente a la polimerasa.Despuds del
choque (érmfco se puede declr que el complejo se libera a si mismo ulilizando la energla de la
hidrolists de ATP sufriendo el complejo un camblo conformacional, que hace las uniones
hidrfébicas mas débiles (Petham. 1988, Taguchi,1993),

Cuando se (e d4 a la célula un tlempo de recuperacién a 37°C {a enzima defa de ser
reconocida por el anlicuerpo ( en los primeros tiempos de choque, 5 y 15 min), lo cual pueds
deberse a que 1a estructura terclaria de la enzima y su conformacién han empezado a sulrir
camblos después  de que el complejo ha sido ilberado y disuelto al dejar la célula de estar cn
la siluaclén de estres, Las enzimas retienen su aclividad biolégica denlro de una fluctuacién
muy limilada de pH (Leniininger. 1974), 1a exposicion de esla preleina globular  a dilerentes pH
les hace experimenlar la desnaluralizacién, Despuds del choque Iérmico y sin la proleccitn de
las chaperoninas, la RNA polimerasa sulre de desnaturalizacién parcial debido a que et medio
en que se encuentra fa célula ha sulridocambios en el pH y en la canlidad de eleclrolilos libres;
por lo que parece que la enzima comienza @ iener rupluras a nivel de estructura tercaria
debilitandose 1os enlaces que interacluan para sostener esta confornacion. La variacion del pH
tal vez sea el resullado de un incremento en !a vaporizacion de! agua del medio despuds del
choque lo que conlleva a un decremento de fones H. Posiblernente los melales Mg2+ y Mn 2+
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son ulilizados para la reparacién de otras estrucluras proteicas; la dependentia de los metales
que presenta la polimerasa es debida presumiblemente a el requerimiento de unlr los sustratos
nucledtidos como sl fucran metales quelanle, esto nos Indica que al - ausentarse estos metales
la polimetase plerde parle do su aclividad ya que no cuenta con Ios requerimicnlos minimos
para su funcionamionto.

Ya sea quo las chaperoninas prolegan a la enzima o que la vaporizacion del agua, el
decremento de los lones H y de olros lones libres, el camblo del pH, la ausencia de los
requerimientos da los melales, el decremento lento de la lemperatura o blen los procesos de
reparacién da grandes conglomerados de prolelnas empobrecicndo el medio cetular,ya sea uno
o varios en conjunto, estos son los faclores que afectan de manera dramatica a la polimerasa y
& 5u estabilidad, en los lempos de 2, y 24 horas de recuperacion a 37°C.

MORFOLCGIA CELULAR ANTE EL CHOQUE TERMICO.

La membrana plasmatica do lodas las células eucari6ticas fienen una estrucluia generol: esta
compt‘?eélii’ ‘de moléculas lipidicas y protelnas manlenidas junlas principalmente  por
Interacciones no covalentes (Repasky .1592).El esqueieto de la membrana es un componente
de una malla compleja de protelnas estructurales relativamente Insolubles a detergentes que se
conocen como cltoesquelelo. El citoplasma do las células eucaridticas conliene al menos 3
clases de prolelnas de fibra larga incluyendo microlobules, microfilamentos y filamentos
intermediarios; ademas hay un buen nimero de pequeifas prolelnas asociadas que son
esenclales para la funcién del ciloesqueleto. Este slstema de prolcinas, &l cual d4 sopore
eslructural al ciloplasma y a varies organelos, lamblén sirve para ayudar a mantener la forma de
la célula, la movilidad y la organizacién del citoplasma, ¢l lamade cltoesquelelo transcelular (
Yu y cols. 1973). La membrana plasmalica asociada al ciloesquelelo es la asociacién de
elementos del sistema (ilamentoso transcelular con la bicapa lipidica; el esquelele de la
membrana plamélica se refiere af grupo de proteinas citoesqueléticas que eslan limiladas en su
dislribucldn subcelular a una zona subyacenle a la supmilicie Inferior de la bicapa lipidica. Esle
grupo de prolelnas, parecen funcionar sulo en la membrana plasmélica manleniendo su
organizaclén, elasticidad @ integridad (Yu y cols. 1973,Sheelz y Saawyer, 1978), ¢! esqueleto de
la membrana eslé Involucrado aclivamenle en una gran variedad de aclividades celulares,
incluyendo la aclivacién y &iferenciaclén. manteniendo Ia moidologla, el manleniemiento de la
polaridad de la célula, la interaccion con fa malrdz extracelular y la exocitosis, Las proleinas
Integrales de la membrana,llns cuales dan sitios de anclaje para las eslruciuras del ciloesqueieto
flenen movilidad fimitada (difusion de las prolelnas para gencrar un modelo fluido de la
eslruclura  de la membrana), La alleracion de eslos silios de fijacion  podria en fumo
Incrementar la movilidnd.l estas mediclones del movimiento ofrecen un método para Jnvestigar
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las Interacciones membrana-citeesquelelo. Ef ciluesqueleto det erilrocite humano, consiste de
una red de protelnas periféricas las cuales confrolan fa forma de la célula y suministran la fuerza
mecanica para mantener esta forma {Bennot, 1988,

Cuando las céluias reciben un tratamiento como et de choqus Yrmico, ia célula en su
_ lotalidad sufre la condicidn de esties desestabifizdndose y sulriendo foda una serie de
alleraciones que van o fectar a {os cultves a dilerentes niveles (Ceccarlnl. 1971). La respuesta
chogue térmico tienen origen a nive! transcripcionat parando la expresion de los genes de
mantenimlento y los genes nonnales e incrementando 18 sinlosis de pcht, las tiamadas
chaperoninas (Lindquist y Cralg, 1988), que actdan evilando la desnaluralizacidn total de Jos
conglomerados profelcos vilales (Pelham, 1986, Taguchf,1993). Perv aunque se dé respuosia
transcripcional al estres , fa célula come un {odo expone cada uno de sus componentes:
compartimientos, membranas y organelos, al chogue t y cemo un lodo también es afectada pos
el Incrementlo de Ja femperatura en estos componentes,

En los resultados oblenidos en esle trabajo, los cullivos celulares fueron allerados por
el tratamiento hipertérmico, resullando de esta alleracidn un decremento notoria e su viabifidad
y un marcado cambio en la moifologia cclular. Las cultivos de coiulas transformadas PK15
(Dominguez. 1983} fuoron la Hnea celvlar que lograron resistir la condicién de estes y
mantuvieron su viabilidad a pesar de que la morfoiogia celular no logrd recuperar su fonma
original, Las células transformadas CV-1P , no resistieron a la condicion de esties y los dahos
causades en s5u maquinarie celular y en su morfologla, fueron ineversibles. Los cultivos
cefutares cancerosos (HelLa) restticron el chogue ténmico durante clerio liempo pero después de
un tlempo prolongado de tralamiento (80 min) los daflos sufridos tambign fueron irceversibles,

Eslos resullados pueden ser la consecuencia de {os camblos, por ¢f incremente de la
temperatura, do 3 pardmetros;
1) Elsuero y el Medio, EI suero y el medio contienen un complejo de nulrfentes, aminedcldos
como fa A, vitaininas {bloting, ac. ascbibico, ac, 16licy, ac. nicotinico, ac. panloténico, elc ) sales
Inorgénicas (NaCl, KCl, CaCI2 , MgCl2) y faclores adiclonales de crecimienlo coma ylucosa,
glutamina, Inosital, elc., todos eslos dializables, nufienles y a.a que se descompanen a
temperajuras altas, ademas el suero conllene lpopioteinas que son  desnaluralizadas el
elevarse la temperatura . Y si las proteinas del suero hacen a las
suslancias hidiofébicas més svlubles en la solucion acuosa, ya que !a célula utiliza fos lipides
unldos a ias proleinas del suero, al quedar éstas desnaluralizadas, se impide Ia ulitizacidn de
eslos lipidos y de todas las moléeulas 1dbiles que se encueniran en el medio, El sucro conliene
gran numero de enzimas, como (3 aiginasa y la oxidasa, que pueden crear a lo iaigo del

teatamicnto hipertérmico sustancias {6xicas inulilizables para fa célda.
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2)pH, Ademas de los nuliientes, ¢l medio de cullive debe proporclonar condiciones
fisicoquimicas adecuadas, eslos pardmelios son (mportantes para el crecimiento celular e
incluyen la molaridad, e} pH y Ia presion de diéxide de carbono. El rango de pH dplimo para los
cullivos es muy estrecho para las diferentes céulas el rango es de 7,30 -
0.15 y para embriofibroblastos de polio ¢s de 7.12 -0.18. La presidn de dibxido de carbono tiene
una disecta Interretacion con el pH, el uso de! 2 al 5% de CO2 es benéfico para evitar el cambio
en el pH cuano los cultivos son removidos de Ja incubadora, Cuando los cultivos son relirados
de la incubadora , deja de exlstir fa presion del €CO2, que trabaja como un amoitiguador
(tampen) y consecuenlemente hay un desequiliiio del pH del medio pero si ademés de ésto so
suma el tratamionto hiperiérmico y la elevacidn de temperalura en el medio ( y la evaporacion
del sgua dol medio) el cambio de pH es atin més drastico afeclando de mancra noloria a la
viabllidad celular.

3) La membrana plasmética. La membrana de Ias células tiene como estruclura bésica una
doble capa de fosfolipides, Una de las principales propiedades de la blcapa es la de
impermeabilidad a ciertas suslanclas y permeabilidad al agua. Olra de las propledades de Ia
membrana cs la de In elaslicidad, la elasticidad de la membrana se dehe a que las cadenas de
Atomos de carbono de Ios fosfolipidos que se encuentran  en el centro de la doble capa se
comporian como las moléculas de cadenas libres y tienen gran movilidad. Esta fluidez o estado
{islco de las membranas depende do lalemperatura,  L.as membranas no solo conlienen |ipidos,
hay lambién carbohidratos y proteinas en proporclones variables; sin embargo las funciones
aclivas de la membrana pareco estar a cargo de las proleinas como en el caso del transporle
aclivo y pasivo (Peila, 1986). Cuando el choque t se da por 30 min , la morfologla de 1a célula
cambia, eslo nos Indica que probablemente las proleinas del ciloesqueleto han comenzado a
desnaturalizarse y |a red que proporciona al sosien de la forma celular estd desintegrandose; la
flvidez de la bicapa de la membrana plasmatica ha aumentado por el incremento de lz
lemperatura y esla misma fluidez permile que la forma original camble (Pela. 1986) con la
aparicién de protuberancias de! citoplasma que al no contar con el apoyo mecénico de la red
citoesquelética tienden a extenderse sobie la superficle de contacle. Despuds del choque
lérmico y de colecar los cullivos  durante cierto periodo de tiempo a temperatura de cullivo, la
morfologia y la viabilidad no son iecuperadas, estas ovidencias apuntan a que la
desnaluralizacion de las proleinas de la membrana y que se encargan del transpoite aclivo y
pasivo, €l empobrecimiento del medio que puede contener sustancias ldxlcas para la célula, asi
como el decremento en la presién de didxido de carbono y el consecuente cambio en el pH
causan un dano frreversible en la morfulogta y en I viabilidad de los cullivos celulares.



CONCLUSION.

1.~ La enzima RNA polimerasa [0 , en a subunidad llo,en las condiclones de eslabilizacién y a
lemperaturas de 4°, 25° y 37°C conservs su estabilidad.

2 La RNA polimerasa 110, en la subunidad Ilo, en las condiciones de afiejamienlo se degrada y
plerde su estabilidad a la lemperalura de 37°C.

3.- El tratamiento de Choque térmico si desestabiliza a la enzima RNA polimerasa 110, en la
subunidad No,a los § y 15 minutes del (ralamiento,

4.- Ef tralamiento de Chogue Térmico por 60 min no afecta la estabilidad de Iz enzima RNA
polimerasa I1{ subunidad llo.

5.- El tratamienlo seguido de un Uempo de recuperacion a 37°C no recupera 8 la enzima RNA
polimerasa 110 ,subunidad llo,nf hace que se recupere su establlidad,

8.~ El tratarniento hiparténnico afecla de manera Irreversible a la morfologla de los culiivos
slicariontes estudiados desde los 30 minulos en adelante,
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TI: Targeted single-cell induction of gene products in
Caenorhabditis elegans: a new tool for developmental studies.

AU: Stringham~EG; Candido-EP

AD: Department of Biochemistry, U.B.C., Vancouver, Canada.
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CP: UNITED-STATES

AB: Heat shock promoters have been employed to achieve tightly
regulated expression of transformed genes in a wide variety of
model systems including tissue culture cells, bacteria, yeast,
Drosophila, and more recently Caenorhabditis elegans. Here 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 heat shock
promoter-lac? fusions, single cell expression of beta-galactosidase
in a variety of cell types of endodermal, mesodermal, or ectodermal
origin can be achieved after pulsing with a laser. A
tissue-general, inducible promoter can therefore be converted into
one of single cell gpecificity 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
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AB: Heat shock factor (HSF) has been 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 for 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 constitutive HSE-binding factor. OQur
results also suggest that overexpression of human hsp70 may
decrease the level of heat-induced HSF-HSE-binding activity in rat
cells,

- MESH: Base-Sequence; Blotting,-Northern; Cell-Line;
DNA-Binding-Proteins-metabolism; Fibroblasts-metabolism; Heat-;
Kinetics-; Molecular-Sequence-Data; 0Oligodeoxyribonucleotides-;
Rats-; RNA,-Messenger~genetics; RNA, -Messenger-metabolism;
Transcription,-Genetic
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TI: Heat-shock gene expression and cell cycle changes during
mammalian embryonic development.
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Sydney, New South Wales, Australia.
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AB: Synchronized regulation of cell division during gastrulation is
essential for the regional proliferation of cells and pattern
formation of the early CNS. The neural plate and neuroectodarm
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
ghock can cause cell death 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 G1/8 and §/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 neuroectodermal cells by flow cytometry and Northern
analysis. The levels of hsp mRNA 27, 71, 73, and 88 were identified
-following exposure at 47 degrees C (nonlethal), 43 degrees C
{lethal) and 42 degrees/43 degrees € {thermotolerant) heat shock,
Examination of hsp gene expression in the neural plate showed tight
regulation in the cell cycle phases. Hsp BB expression was enhanced
at Go and hsp?l induction at G2 + M of the cell cycle. Cells
exposed to a thermotolerant heat shock of 42 degrees € induced
hsp71 mRNA expression in all phases of the cell cycle with the nRNA
levels of hsp27, 73, and B8 increased but relatively constant
Following a lethal heat shock, dramatic changes in hsp expression
were seen especially enhanced hsp7l induction in late § phase. 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 neurcectoderm cells Quring early mammalian embryo
development,
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T1: Transcriptional regulation in Drosophila during heat shock: a
nuclear run-on analysis.
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Switzerland.
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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. After
extended stress at 37 degrees € (15 min or more}, transcription was
severely reduced, and at 39 degrees C most tramscription was
instantaneously arrested. However, strikingly different responses
were observed for individual genes. Transcription of histone H1
genes was severely inhibited even vnder mild heat shock conditions.
Transcription of the actin 5C gene decreased progressively with
increasing temperature, while transcription of the core histone
genes or 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. The rates of
transcription increased with increasing temperature with a peak of
expression at around 35 degrees C. At 37 degrees C, induction was
less efficient, and no induction was achieved after 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 over a 20-fold range. The noncoding heat shock
locus 93D was transcribed at a very high rate under non-heat shock
conditions, and showed a franscriptional response to elevated
temperatures different from that of protein-coding heat shock
genes, An estimation of the absolute rates of transcription at
different temperatures was obtained.
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TI: Enhanced thermotolerance and temperature-induced changes in
protein composition in the hyperthermophilic archaeon ES4.

AU: Holden-JF; Baross-JA

AD: School of Oceanography, University of Washington, Seattle
98195,
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AB: The hyperthermophilic archaeon ES4, a heterotrophic sulfur
reducer isolated from a deep-sea hydrothermal vent, is capable of
protecting itself from thermal stress at temperatures above its
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 C, 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 C, only exponential death occurred. However, a
shift from 95 to 105 degrees C with an intermediate incubation at
102 degrees C also gave ES4 transient thermotolerance to 105
degrees C. The protein composition of ES4 was examined at
temperatures ranging from 75 to 102 degrees C by one-dimensional
electrophoresis., Two proteins with molecular masses of
approximately 90 and 150 kDa significantly decreased in abundance
with increasing 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 conditions 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;
Blotting,-Western; Electrophoresis,-Polyacrylamide~Gel;
Heat-adverse-effects
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‘I* MAP kinase activation during heat shock in quiescent and
xponentially growing mammalian cells.
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\B: In numerous cases of signal transduction, the mitogen-activated
yrotein kinases (MAP kinases) or extracellular regulated kinases
‘'ERKs) are found to be activated by phosphorylations which result
tn electrophoretic mobility changes. Activities of MAP kinases in
:ytosolic extracts can also be monitored by the capacity of such
ixtracts to phosphorylate myelin basic protein. These two assays
vere used to demonstrate that MAP kinases were rapidly activated
luring heat shock of both quiescent and exponentially growing
nammalian (hamster, rat, mouse and human) cells, Thus, the MAP
¢<inase cascade is likely to also ensure heat-shock signal
transduction and contribute to the regulation of the complex array
»f metabolic changes designated as the heat-shock response.
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factor 2 alpha-subunit mitigates heat shock inhibition of protein
synthesis,
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AB: Protein synthesis is dramatically reduced upon exposure of
cells to elevated temperature. Concordant with this inhibition,
multiple phosphorylation and dephosphorylation reactions occur on
specific eukaryotic initiation factors 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 elF-2 alpha which is
resistant to phosphorylation. Expression of a serine to alanine
mutant at residue 51 of elF-2 alpha partially protected cells from
the inhibition of protein synthesis in response to heat treatment.
The overexpressed serine to alanine 51 mutant subunit was
incorporated intc the eIF-2 heterotrimer and was resistant to
phosphorylation. These results are consistent with the hypothesis
that heat shock inhibiticn of translation is mediated in part
through phosphorylation of eIF-2 alpha. Expression of the wild type
or mutant eIF-2 alpha did not affect cell survival or induction of
hsp70 mRNA upon 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 deqradation: role of the ubiquitin
aystem.

AU: Raboy-B; Sharon-G; Parag-HA; Shochat~Y; Kulka-RG
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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 usuvally rapidly and
selectively degraded in cells. Temperature step-up accelerates the
degradation of a subset of normally stable proteins, This effect is
transient and is confined to a narrow range of heat shack
temperatures above which proteclysis is inhibited. The time course
and extent of proteolysis elicited by a mild heat shock is
consistent with data on the thermal transitions of cellular
proteins, Biochemical and genetic evidence strongly supperts the
view that the ubiquitin system is primarily regponsible for heat-
or stress-damaged protein degradation in eukaryotic cells. It still
remains to be determined how stress-damaged proteins are recognized
by the  wubiquitin system and selected for degradation.
Ubiguitin-protein ligases (El's) which attach multi-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 seems 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 ubiguitin system
which destroys damage proteins. The relationship between thea

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 responsej 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,
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ISSN: 0305-0461

PY: 1992

La: ENGLISH

CP: ENGLAND

AB: 1. During acute in vivo heat stress, a normal heat shock
protein (HSP) response was not inducible in chickens deficient in
incrganic phosphorus (P{i)-deficient). 2. Small quantities of HSP
70 and HSP 90 were induced, bhut little or no HSP 23 was induced in
P(i)-deficient chickens compared 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 Inmstitute of Ophthalmology, University of Glasgow,
Western Infirmary, Scotland, U.K.

§0: Exp-Eye-Res. 1993 Jan; 56(1): 17-24

ISSN: 0014-4835

PY: 1993

LA: ENGLISH

CP: ENGLAND

AB: The heat shock response was examined {n cultured human retinal
pigment epithelium (RPE) using indirect immunocfluorescence. Mild
head shock (39.5-40 degrees C for 1 hr) caused no changes in cell
morphology and cells continued to produce the intermediate filament
proteins, cytokeratin (Keratin) and vimentin. In addition, cells
subjected to mild heat shock demonstrated the presence of a heat
shock protein (HSP-90}. After severe heat shock (45.5-46 degrees C
for 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
resulted in less marked morphological change than in cells not
precenditioned and, in addition, the expression of both vimentin
and keratin was relatively well preserved. Mildly heat shocked
cells appeared to gain thermal resistance supporting the theory
that the concomitant synthetic capacity 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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