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RESUMEN

La infeccibn de células de mamifero con el virus de la
pokimelitis, produce un abatimiento en la sintesis de RNAm de-
las mismas (Baltimare y Franklin 1942).

Evidencias en la literatura sugieren gue el efecto se da
a nivel de iniciacién (Crawford y cols. 19815 Flores-Otero vy
cols. 1982).

Se ha reportado la presencia de un inhibidor en extractos
citoplasméticos provenientes de células infectadas con el
virus de la poliomelitis (Baladin y Franklin 1944; Bossart vy
cols. 1982).

En este trabajo, utilizamos tales extractos, para
detarminar, si es posible caracterizar la actividad
inhibitoria presente en los mismos, en un sistema de
transcripcidn "in vitro®, gQue consta:

a) Del promotor tardla de Adenovirus-2, clonado en el
plasmido pBR322. La transcripcitn a partir de éste promotor
hasta el sitic Tag 1, da como resultado un RNA de 540 bases.

b) De extractos celulares crudpos de cé&lulas Hela, gue
contienen a la RMA polimerasa 1I ¥y los factores nesesarios
nara la iniciacidn especlifica.

Al enceavar en nuestro sistema, diferentes concentraciones
protédican de extracto citoplasmaticos provenientes de células
infectadas, no se detecto, en &sta fraccibn subcelular, la

preasncia de un inhibidor de la transcripciédn especlfica. Asi



mismo, nao se reprodujo el efecto inhibitarioc al opreincubar

los extractos citoplasmldticos infectados con el templado

por

diferentes longitudes de tiempo. Sin embarga, al preincubar

los mismos con ndcleos aislados de células Hela (Flores-Otero

vy cals. 1982), encontramos una inhibicién del 85-100% en
sintesis de RMAm de los nmismos.

Por lo Qque existen diferencias eaentr2 el sistema
transcripcidn ®*in vitro® diriaido por &! promotor tardic
Adeno-2 v o1 sistema de =slcleos, que perwiten o ro
actividad del inhibidor; entre é&stas proponemos:

1. Bue el inhibidor no se sncuentre &n forna activa
las condiciores de ensays del sistema de transcripcidn
vitro®, dirigido por el promotcr tardii{DS!'c de Adenc-2.

2. Bue se reqguiera de la sstructura cromatinica para

ia

=T

bt 5

Jue

el inhibidor sea activo, dadc gQus ] blanco de la inhibicién

ouede ser prot2lpals) que requisra estar formando parte se
dicha estructura.

Corsiderardo, gQue la subespdcie de la RNA polimerasa 11
que se ha encentrado unida & crumatina activa &n
transcripcidn, es la IIC (Garcia-Carranca » cols. 1284, Fue
la misma, es madificadas er células infectadas por polic o
ura cinética id&ntica & la de la irhibicidn de 1a
transcripcién (RParge! -+ cols. ernviado para su publicacidnisy v
que no se encuentra en 21 extractc celiular cruda (atilizaao
en nuestros ensavos), pero si  er forma iavoritarie en  1os
nac leos (Velazqguez v Rarigz1 comunicacidn personall,



sugerimos: Bue la actividad inhibitoria presente en los
extractos citoplasmaticos provenientes de células infectadas,
tiene como blanco de accién a la RNA polimerasa 110 y que al
no estar presente &sta en el extracto crudo, no fue posible

detectar su actividad.



EL VIRUS DE LA POLIOMIELITIS.

El virion del virus de la poliomielitis estd constituide
por una capside de forma icosahfidrica, compuesta de 60
subunidades, cada una de las cuales presenta 4 proteinas:Vpl,
Vp2, Vp3 ¥y VYp4; y de una cadena sencilla de RNA de polaridad
positiva (igual a la del RNAm), de 7500 nucledtidos vy de peso
molecular de 2x10(6ldaltones (Baltimore 19639). En su extremo
3’ presenta un residuo de 7?5 adenosinas aproximadamenete
(Armstrong v cols. 1972) v su extremo 5° consiste de wun pUp
unido en forma covalente en su extremo 5° a una proteina de
bajo peso molecular denominada WVPg (Flanegan Y cols.
1977).For 10 cual, este RNA difiere en el extremo 5° de los
RNAm celulares gque contienen un residuo metilado de guanina.

El ciclo litico de polio contempla 4 fases ¢ estadios:
adsorcion y penetracion, fase de eclipse, expresion viral
morfogenesis del virion.

En el virus, cada una de las 60 subunidades de la capside
son potencialmente capaces de unirse a un receptor celular v
parace ser que es VYp4 (Fla en la nomenclatura L3434, Ruckert vy
Wimmer , 1984) la proteina involucrada en dicha unién (Briendi,
1971b). Aunque los receptores celulares no esten bier
caracterizados, son altamente especificos v parecer estar
conformados por lipoproteinas v glicoproteinas fLonberg-Holwm.
1975; Krah vy Crowell, 1982), La unitw virus-cadlula es

psencialmente completada despuas de los 15 minutos de



interaccidn, siendo independiente de temper-atura (Davis y cos
1980) y afectada por la concentracitn idnica y el pH del
medio (Holland y MclLeren 1959).

Tras la union a la superficie de la célula receptora, el
virus sufre una serie de modificacioes, caracterizadas por 1)
pérdida de la proteina de la capside Pla 2) una moderada
disminucidn en su coeficiente de sedimentacién y 3) pérdida
de infectividad., aunque la particula adn contiene un genoma
funcinnal-(ﬁuckert. 1976). Se han sugerido por experimentos
realizados "in vitro", que estadios posteriores de
modificacidn involucran procesas mediados por la
membrana(Madhus, y cols. 1984; Zeichhdart ¥y cols 1985), el
desnudamiento se da en forma concomitante a la penetracioNMn
del viridén por viropexis (Luria y cols. 1978) ¥ es
dependiente de tempeeratura (Davis y cols. 1980).

Tras la penetracion del virion a la célula huésped se
inicia el estadio denominado de eclipse, en el que las
funciones celulares tales como la transcripcidn vy traduccion
son inhibidas (ver mas adelante); se denomina estadio de
eclipse por que @n este momento no existen viriones con
capacidad infectiva en la célula.

En @l caso de polio la transcripciodn y replicacion son el
mismo proceso ya que el resultado final de ambas es RNA de
una sola cadena y de polaridad positiva. Para lograr ésto, el
primer paso requerido es la formacion de una cadena

complementaria de RNA de polaridad negativa (Baltimore



1967)IVer figura 1l.Se han identificado dos actividades de la
RNA polimerasa dependiente de RNA codificada por el virus: La
primera copia heteropolimeros, con alguna preferancia por el
genoma de polio y la segqunda funcionando solo en el caso de
formacion de cadenas negativas a partir de cadenas positivas,
con actividad de poli(U)polimerasa, aunada, ésta, a un factor
de or-igen celular (Dasgupta y cols. 1980:; Baron y Baltimore
1982 a y biVan Dyke 1982 y Dasgupta 19BZa), el cual parece
estar involucrado en iniciacidon ya que puede ser substituidc
agregando una cadena de oligo U al sistema(Dasgupta y cois.
1980). Se ha encontrado que este factor celular es una
proteina de 67kd capaz de autofosforilarse regulado fpor Lla
presencia de dobles caderas de RNA en el sistema. Se ha
observado que estg proteina es capaz de fosforilar al factor
de iniciacidn de la traducciodn en eucariotes Ie-F2 (Morrow v
cols 198S).La cadena de RNA naciente tendra en su extremo 5
un residuo unido a la proteina VFPg, unién gque requieres de ATF
{Takegami y cols. 1383) (VYer figura 11].

Esta cadena de RNA junto con la RNA polimerasa conformara
el intermediario replicativo (Baltimore y Girard 1366).en el
cual se sintetizan las cadenas con polaridad positiva
(Baltimore 1967 Oberg y Fhilipson 1971, Thach y cols. 1374
Luria vy cols.1376). [Ver figura 1].

La tnica diferancia entre el RENAm y el RNA genomico es
que, al recuperar el mensajero del polirribosoma no se

encuentra VFg unida al extremo 5°'.



FIBURA 1. REPLICACION DEL VIRUS DE LA
POLIOMELITIS. E1 genoma del virus de la
poliomelitis, consiste de una molecula de
RNA+ de aproximadamente 7,500 bases, el
cual tiene unida en su extremo S5’ una
proteina de origen viral denominada YPg vy

er; su extramo 2’ una cadena de poli-A.

Tanto la replicacion como la

transcripcion del mismo dan lugar a una
cadena de RNA de polaridad positiva. E1l
proceso consta de los siguientes pasos:
La cadena de RNA+ da lugar a wuna cadena
de polaridad negativ§ por la actividad de
una RNA polimerasa codificada por el
virus, ahunada esta, a un factor de
origen celular: a partir de este RNA vy
por la accion de la misma RNA polimerasa
se sintetizan en forma continua cadenas
de RNA+, a este complejo se le denomina

“Intermediario Replicativo".

~J
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Las proteinas de polio son sintetizadas en polirribosomas
muy largos(3008), conteniendo de 35 a 40 ribosomas por unidad -
(Luria y cols 1976).

El RNAm 2s un mensajero monocistréonico, que se traduce a
una poliproteina de 200, 000dal tones denominada
NCVP-00O(Jacobson y cols. 1970). Esta poliproteina da lugar a
todas las proteinas funcionales del virus. La mayoria de
dichos procesamientos son producto de un rompimiento
proteclitico entre los residuos {glutamina-glicina),
producido por una proteasa codificada por el virus "P3-7c
{Kitamura y cols. 1981)(3C nomenclatura L434; Ruckert vy
Wimmer, 1984). Hasta ahora la informacion sobre el
procesamiento es la siguiente: la poliproteina se procesa a
tres productos primarios:Pl, P2 y P2 (Kitamura y cols. 1381)

[Ver figura 21.
1. El1 precursor Pla

Este polipéptido, es el precursor de las cuatro proteinas
estructurales VP1 a VP4 (Pla a Pld nomenclatura L434; Ruckert
y Wimmer, 1984). El procesamiento se lleva a cabo en dos
etapas, originandos primero la proteina de la procapside VPO
(Plab) y las de la capside VPi{ (Pid) y VW3 (Pic) (Jacobson vy
Baltimore lSSB)spnsterinrmeﬁt' la proteina VPO da lugar,
mediante un corte en los residuos aspargina-serina, a las

proteinas de la capside VP2 y VYP4(Jacobson y cols. 1370).



2. El1 precursor F2abc

El corte entre Fla y FZabc se produce entre los residuos
de tirosina-glicina, por la accidn de la proteasa Ppropia 2a
(Toyoda ¥y cols. 1386). El1 precursor P2abc da lugar, por
procesamiento, a las proteinas P2a v P2bc, v esta ultima a su
vez, da lugar a las proteinas F2b y F2c, de funcidn

desconocida (Pallansch y cols. 1984).

3. El precursor FP3Zabcd.

Hasta donde se sabe del complejo procesamiento de este
precursor es que, a partir de FP3abcd se produce P3cd a
partir de la cual se procesan FP3d la cual es la precursora de
la polimerasa (Semler y cols. 1383), de la proteina WVPg, la
cual se une covalentemente al extremo 5* del RNA gendmico
(Flanegan ; cols. 1377), P3c que es la proteasa con actividad
autocatalitica (Hanecak 1984) y P3-3a que no se sabe su
funcidn: por un procesamineto alternativo P3cd puede dar
lugar a P3c’'y P3d’(Pallansch vy cols 1384 )de funcion
desconocida.

Una vez expresado el genoma viral, se forma el precursor
protéico de la particula madura: 1a procapside (Jacobson vy
Baltimore 1968B) que al asociarse a una molécula de RNA+ pasa

a formar el pro-virién (Fernandez Tomas vy Baltimore 1573).



FIGURA 2. MAPA DEL PROCESAMIENTO DE LAS
PROTEINAS DEL VIRUS DE LA POLIDMELITIS.
El RNA del virus de la poliomelitis se ha
dividido en tres regiones para su
estudio: P1, P2 y P3. E1 RNA se traduce
en una poliproteina gque posteriormente
se procesa para dar 1lugar a todas las
proteinas del virus. De funcidon conocida
son VP11, VP2, VP32 v VP4 (proteinas de 1la
capside); 2a y 3c {proteasas); VPg
(proteina unida en forma covalente al
extremo 5° del RNA del wvirion) vy &d
(forma parte de 1la RNA polimerasa)l.

(Ruckert y Wimmer, 1984).
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Esta moléculas, mediante el procesamiento de VPO a VP2 y VP4

se convierte en @l viridn maduwro e infectivo.

Inhibicidon de las funciomes celulares por el virus de la

poliomielitis.

1. Inhibicion de la Traduccidn Celular.

La inhibicion en la incorporacion de aminoacidos
radicactivos a las proteinas celulares se detecta dentro 1la
primera hora después de la infeccidn, alcanzando un maximo
alrededor de las tres horas. Para que se lleve a cabo dicha
inhibicidn no se requiere la expresion del genoma viral
(Bablanian, 1872).

En l1a actualidad, son tres las posibles causas que se
aceptan para explicar este fenomeno:
a.—Existe evidencia gque propone la inactivacion, por la
irnfeccion viral, del complejo de iniciaciédn (CBP), que
reconoce al residuo de 7mG ppp (cap) en eucariotes (Rose vy
cols. 1978; Ehrenfeld, 1982).La inactivacion aparentemente se
produce por la degradacion de un polipéptido de 220kd que
forma parte del complejo. La degradacion, aparentemente se
lleva a cabo en forma indirecta por la proteasa 2a (Emini vy
cols. 1984 y Bernstein y cols. 1985) .
b.—-En experimentos de traduccion "in vitro®™, se encontrd que
a altae concentraciones de K+ se favorece la traduccion viral

vy s2 inhibe la celular (Saborio y cols 1974). Ha sido posible

"



detectar que la infeccidn con polio, produce cambios en la
permeabilidad de l1a membrana celular, acumulindose iones
monovalentes, como el sodio en el interior de 1la ceélula
(Nair, 1984). Se ha propuesto que este cambio osmdtico inhibe
la traduccidn celular y favorece la viral (Carrasco v Smith
1976; Alonso y Carrasco 1381: Sanchez-Trujillo).

c.-La dltima hipotesis expuesta hasta la fecha para explicar
el fendmeno de la inhibicion de 1la traduccion propone la
asociacion de proteinas virales a ribosomas y su subsecuente
modificacion. Steiner-Pryer y Cooper {(1973) aislardn mutantes
de polio defectivas en 1la inhibicidon de la traduccién. Todas
las mutaciones se localizardn en la zona del genoma del virus
que codifica para la capside. De acuerdo a ésto se propuso el
modelo del ecuestrén, eésto es, la unidn especifica de
proteinas virales a la subunidad ribosomal 40s, con lo gque se
facilita la unidn del RNAm wviral al ribosowma. En células
infectadas con poliovirus, las proteinas que cosedimentan con
la subunidad ribosomal 40s son VPO, VPI y VP3 todas ellas
proteinas estructurales de 1la procapside (Wright v cols.
1974). En el laboratorio Cantero-Aguilar (Virology en prensa)
encontrd marca proveniente de proteina estructural del virion
asociada a polisomas desde tiempos tempranos de infeccion
(proteina no sintetizada "de novo") vy por otro lado
Arevalo-BGallegos y cols. (enviade para su publicacion),
encontraron a tiempos tardios de infecciodn, a las proteinas,

VP1, VP2 y VPZ3, asociadas a polisomas activos en traduccion

12



viral.

2. Inhibicién de 1la transcripcitn dependiente de 1la RNA

polimerasa II.

En 1962, Baltimore y Franklin encontraron que la
infeccion de celulas L de ratén con picornavirus da lugar a
la inhibicidén de la transcripcidn celular.

Dicha inhibicion no es el resultado de un incremento en
la velocidad de degradacién del RNAm (Colby y cols. 13v74),
asi como tampoco es debida a una alteracién enm la estructura
0 actividad de ta RNA polimerasa II solubilizada(subespecies
I11a v IIb) (Shwartz 1374; Aprilleti vy Penhoet 1574, Apriletti
y Penhoet 1378).5in embargo ha sido reportado que la
subespecie unida a cromatina es ta Ilo(Barcia-Carranca. Y
cols. 1984), Estudios recientes en el laboratorio (Rangel vy
cols. enviado para su publicacién), han demostrado que tras
la infeccidén con polio, la RNA polimerasa 10 se ve
modificada con una cinética idéntica a la de la inhibicion de
ia transcripcion.

Apriletti (1978), ensayd la transcripcion tanto de un
templado control como de un infectado y encontrd que la RNA
polimerasa 11 era capaz de transcribir de forma inespecifica
a partir de ambos templados, de 1o cual se deduce que el
tempiado no ese encuentra modificado.

Por otro lado, utilizando el detergente Sarkosyl, el cual



tiene 1la propiedad de eliminar las protein 1idas al
templado e inactivar l1a RNA polimerasa soluble (E.aen y cols.
1375), pero que respeta a agquella polimerasa que ha iniciado
cadenas de RNA "in vive" (Bariglio y cols. ‘374, Gariglio
1976), se encontrd que a las 2 horas post-. ‘=ccidn, el
ntimer-o de FNA polimerasas unidas al templado habia dis—*-uido
en un S0% (Flores-0tero v cols 1282). E1 anterior result
junto con los antecedentes mencionados hasta ahora, llevan a
considerar a la iniciacidn, como el evento en el cual poilo
inhibe la transcripcidn.

Crawford v cols. en 19381 encontraron gque uJun extracto
celular total ECT (Manley vy cols. 13380}, provenientes de
c&lulas HelLa infectadas con poliovirus, s incagpa:s de
transcribir especificamente "in vitro", perc =i a euio
extracto se la adiciona extracto S-100(conteniende factores
celulares nesecarios para la transcripcién) proveniente de
celulas Hela no infectadas.,la transcripcidn especifica  se
restaura. Este resultado sugiere la deficiencia en  aligan
factor requerido para la iniciacidn especifica en el extracto
proveniente de células infectadas; ademas del experimento
anterior, se hicieron Eﬁaayns de transcripcidon mezclando
extractos infectados y control, obteniéndose transcripcion
especifica. Esto sugiere la ausencia o inactividad de un
inhibidor en los extractos.

Por otro lado se ha sugerido la presencia de un inhibidor

en los extractos citoplasmaticos provenientes de celulas



irfectadas con Mehgovirus, ya que el incubarse con ndcleos
aisladus 22 czlulas no infectadas, se inhibe l1a sintesis de
Fiws (Baiadin ¥y Franklin 1964). Bossart y cols, (1982),
encontro quoe un extracto citoplasmdtico, aislado de ceélulas
inrettauas con poliovirus inhibe 1la sintesis de RNAmM,
cisayada en nidcleos de células HEp-2 no infectadas. La
iisiiabilcaidn  detectada, tanto "in wvitro" como Min vivo"
cwincide con la acumulacian de proteina viral en el nacleo
vzeen2 ¥y cols. 1982iFernandez~Tamas. 1982;Bossart y cols.
it ).

En &l laboratorio (Nufiez 1984), encontro una proteina de
awve sdedor de 35,000 daltones que se acumula en ndacleo vy
catiopiawma durante la infeccion con poliovirus Y que

apat entemente tiene afinidad por la cromatina.
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EXPRESION DE GENES EUCARIOTES.

Los organismes eucariotes presentan un  vasto acervo
gendtico, siendo asl, llegar a tener 1000 veces was ia
cantidzd de DMA de ur organismc procariote y pueden expresar
alredednr de 50,000 gerec a diferercia de 3,000 expresados en

E. celi (Bradbury v colsz. 1681,

(]

ta reoaulacidr de la =vpresidn genética es complicada ¥
ocurre a varios niveles, uno de lcs mi&s importantes es la

iniciacién de la tranccripcién, »a que &ste 23 =1 evento  =n

el que se determina la produccién o no del RNAR  de  auihas
proteinas. E= por é&stp gue dssde los eshbozos de ia Eioloslia
Molecular, loe investigadores =e han avocidc & tratse de

entender loe elemsntos inveliuvcrados st 2ste evento, cono
serlian, secuencias esnecificas er. 21 DNA, RMA polimerasas
factares celulares.

Dado que er este trzbaic ee¢ abordd el esfecto de lz
infeccidn viral sobre la iniciacidr de la transcripcibn. 3

continuacidn se discutirén los elemerntos requlatorios

involucrados en 21 proceso.

{. Sitioe en &1 DMA importantes para la iniciacidn especlifica

dependiente de RNA polimerasa II.

€1 desarrollo de nueva tecnologla, como la secuenciacion



de acidos nucleicos, la mutagenésis "in vitro" y la
ingenieria genética, han permitido localizar sSecuencias
especificas Y relacionarlas, funicionalmente, con 1a

iniciacion espécifica de la transcripcioNMn.

a.- La caja TATA

Se encuentra a -32 pb del sitic de iniciacién de 1la
cadena de RNA. Es indispensable para que se lleve a cabo 1la
iniciacion especifica de 1la transcripcidni{lWasylyk vy cols.
1980b; Mathis y Chambon 1981:; Hu y Manley 1981 y Lee y cols.
1382), va que parece ser la responsable de situar a la FNA
polimerasa I1 en el sitio correcto para iniciar
especificamente (Bensimhow 13983).

En los promotores en 1os que no ha sido posible detectar
una caja TATA, se sigue llevando a cabo 1la transcripcion
especifica a partir del sitio +1. Tal es el caso de varios
genes virales como serian los genes tempranos de Adenovirus-2
E2 y IV2 y el promotor tardic de SV-40.En este dltimo se ha
localizado una secuencia substituta de 11pb que va de =21
a-30pb. la cual funciona como seflal de inicio (Brady y cols.

1982).



b.- Las repeticiones de 21ipb y la caja CAAT

En el promotor temprano del virus SV-40, entre -100 &
-40pb del sitio de iniciacidn, se encuentran tres
repeticiones de 21pb cada una de ellas con dos secuencilas
ricas en G-C. Esta secuencia ha demostrado jugar un papel
importante en 1la determinacidén de 1la cantidad de RNA
sintetizado tanto, "in vivo" como "in vitro", ya que parece
facilitar el reconocimiento de la caja TATA. Ha sidoc sugerido
que esta region actda en forma independiente, en la
transcripcién del promotor temprano (Everett u cols.1383)
cond del promotor tardio (Baty y cols 1984: Mishoe ¥ cols.
1984). Mishoe y cols (1984), a través de la construccidn de
plasmidos recombinantes, encontraron que al separar las
regiones de 21pb de otras secuencias promotoras de 5SV40, la
transcripcion se lleva a cabo en secuencias substitutas y en
forma bidireccional. Lo qgque sugiere un posible papel
activador de esta region.

Por otro lado se ha encontrado en los virus de
Epstein-Barr (Farrel y cols. 1983) adenovirus-2(Hen Yy cols.
1982;: Jove y Manley 1984), en el gene para la ovalbdmina
(Benoist y cols. 1980) y fibroina (Tsuda y Susuki 13981), una
regidn con la secuencia concenso 35°'GGCCAATCT (caja CAAT),
localizada de -70 a -50pb del sitio de iniciaciton. Esta

region parece tener relacion con al activacion de 1la RNA



Polimérasa I1lI{Bensimhow 1383).

c. Secuencias estimuladoras o “"enhancers".

Un tercer tipo de secuencias importantes para la
regulacian de la tanscripcion son las secuencias
estimuladoras (SE) (Bensoit y Chambon 1381). Se encontrarédn
por primera vez en virus animales comc son Adenovirus-2
(Hearing ¥y Shenk 1983) y SV40 (Benoist y Chambon 1881). Este
dltimo conformado por la repeticion de 7?2 pb, lecalizadas
entre las bases -1143 a -257, por lo menos una de éstas dos
secuencias es necesaria para la transcripcion de 1os genes
tempraﬁns de SV40 (Byrne y cols 1983).

Las SE son secuencias capaces de incrementar la magnitud
de la transcripcion varias veces, sin importar la orientacion
¢ posicion de la misma.

Moreau y cols. (1984b) encontrarén que la SE de SV40 era
capaz de incrementar la transcripcién, aun al ser clonados en
plasmidos que contenian los promotores tardios de Ad-2 & de
conoalbumina; siendo este incremento independiente a la
orientacién de la SE pero si sensible a la distancia del
sitio +1.

Por otro lado Wasylyk, en 1983, encuentra que, si 1los
elementos promotores estan s:s:.:t=3 & son mutados, las SE

promueven la tanscripcion a part:s de secuencias substitutas
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que solo funcionan si el estimulador estd presente. Estos
autores proponen a las repeticiones de 72pb como el sitio de
entrada a la RNA polimerasa II, ya que 1la SE de SV-40
incrementa el ndmero de RNA polimerasas asociadas(Treisman vy
Maniatis 1985 v Wsber y Schaffrner 1985). La RMNA polimerasa
viajard en ambas direcciones hasta encontrar una secuencia
promotora a la cual pueda reconocer; la polimerasa tendra
preferencia por esta zona Yy concomitantemente esta zona
tendra un arreglo espacial especial dentro del tewplado. a
través de la induccion del desnudamiento de la zona promoctora
(Jongstra v cols. 1984); este arreglo bien se puede dar por
ta interaccion diferencial con factores del huegsped (Laiming
ccls 19821).

Se han encontrado SE en genes celulares como en la
cadena pesada de las inmuncglobulinas © en los genes
inducibles por calor de Drosophila (Pelham 1382). Tambien se
han encontrade en retrovirus, en el virus de tumor mamario de
ratédn MMTV {(Hageer y cols. 1983), el virus del sarcoma de
Raus RSV (Capecchi y cols. 1383) & el virus de sarcoma murinog
de Moloney Mo-MSV (Verma y cols. 1383).

Es importante hacer notar que todos 1los experimentos
funcionales para las SE se han hecho "in vivo". Solo en un
caso se ha reportado la estimulacion de la transcripcion "in
vitro" donde no se encontraron muchas de las caracteri{DS}'sticas
reportadas (Sassone Corsi y cols. 1384), tal come la

estimulacidn a distancia.

0



2.- Factores Celulares que Intervieren en la Transcripcion

dependiente de la RNA polimerasa II.

En los primeros intentos de establecer un sistema de
transcripcion "in vitro", utilizando un templado suplementado
con RNA polimerasa II, quedd de manifiesto que dichos
componentes no eran suficientes para lograr la iniciacidn
especifica; dicha especificidad se encontrd al incluir en la
reaccitn extractos celulares relativamente crudos {(Manley vy
cols. 1980; Weil y cols 1973b).

En 1980 Matsui y cols., a partir del extractoc celular
proveniente de células humanas KB-5100( capaz de realizar
transcripcidn especifica "in vitro" dependiente de RNA
polimerasa_exbgena), realizaron un fraccionamiento del mismo
en fasfocelulosa, DEAE- celulosa y DNAcelulosa. For otro lado
Samuels vy cols. (19B2) hicieron un fraccionamiento similar de
un extracto completo de ceélulas HeLa (extracto de Manley).
Ambos encontrardn cuatro fracciones las cuales eluyen eéen
ambos casos en el volumen muerto, 0.6 ¥ 1M del
fraccionamiento con <fosfocelulosa Yy que contienen los
elementos nesesarios para que se lleve a cabo la tanscripcion
especifica. En ambos casos se encontrdé que una de las
fracciones que eluye en O.6M inhibe la transcripcion

inespecifica ,posteriormente la identificardn cComo la



proteina poli(ADP)ribosa, la cual tiene una actividad
enzimatica que repara cortes de una scla cadena (Nicks). Por
otro lado, se sabe que la RNA polimerasa II es capaz de
iniciar transcripcioNMn inespecifica en dichos sitios de
corte o "nicks"” (Roeder 1376), con lo que la poli(ADP)ribosa
podria inhibir la iniciacidn inespecifica eliminando los
"nicks” que existieran en el templado (Slattery y cols 1983).

A partir de células de tumor ascitico de Ehrlich, se ha
purificado un factor proteico de 40,000 daltones denominado
S~11, el cual estimula la transcripcidn dependiente de RNA
polimerasa II "in vitro®™ ( Sekimizu y cols 1973: Sekimizu vy
cols 1981). Al agregar anticuerpos contra S5-11 en ndcleos
aislados de células de tumor ascitico de Ehrlich, o en un
lisado de células Hela, se encuentra que es selectivamente
inhibida la transcripcion sensible a amanitina (Sekimizu vy
cols 1981; Ueno y cols. 1981),10 cual hablaria de la posible
interacciton del factor S-1I1 con la RNA polimerasa II.

Recientemente Horikoshi (1984) describio la formacion de
un complejo entre la RNA polimerasa [I y el factor S-II, el
cual se presenta aun en la ausencia de DNA ¢ nucleotidos,
aunque, en presencia de éstos, dicho complejo es mucho mas
estable; Horikoshi(1984) también encontrd que este complejo
perdura a través de 1a elongacion.

La funcién ' exacta del factor S-II aun no se conoce, pera
se sabe que la RNA polimerasa Il es capaz de transcribir "in

vitro" en ausencia del factor (Roeder 1976), por 1o que se
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cree que no tiene funcion de enzima catalitica.

Hasta ahora, se han encontrado que todas las regiones
importantes en los promotores tienen interacciones con
factor(es) de 1la célula. Siendo asi, Davison, en 1983,
encontré un factor a partir de un extracto crudo (Manley vy
cols 1980), el cual interactda con la caja TATA (del promotor
tardio de2 Ad-2 oNM del promotor del gene de la conoalbdmina),
formando un complejo en ausencia de la RNA pol 11, el cual es
nesesario pero no suficiente (ya que al utilizar secuencias
similares a la caja TATA, se da lugar a la formacién del
complejo, pero no asi a la transcripcidn especifica) para que
se lleve a cabo la tanscripcion especifica.Algunas de las
propiedades de este factor son muy semejantes a las de la
proteina actina (Egly y cols. 1984).

Por otro lado, Dynan y Tjian (1983 a y b) a partir de un
fraccionamiento de células Hela, reportaron ur factor
proteico (Spil) el cual interactda en forma especifica con la
regidn de repeticidn de 2ipb en el promotor tempranc del
virus SV40; dicha proteina ha demostrado ser un elemento
necesar-io para la activacion de dicho promotor. Los autores
proponen un modelo para explicar esta activacion, en el cual.
la reqién de repeticiones de 21pb junto con el factor Spl
unido en sitins especificos, dan lugar a la formacion de un
complejo de initiacién entre las 2ipb ¥y la caja TATA, gque
incluye a 1a RNA pol II y otros factores. Dicho complejo

estar-la en posicidn para inicjar la sintesis de RNA y la caja
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TATA y facilitaria el paso a través de 1la abertura de 1la
doble helice.

Por dltimo Seholer y Gruss (1984), demostraron el
requerimiento de moléculas celulares para el funcionamiento
de templados que contengan secuencias estimuladoras. Dichas
molécul as interactdan con alta afinidad, en forma

célula-especifica y/o tejido-especifico.

3.~ RNA polimerasa II.

La RNA polimerasa II, es la enzima responsable de ia
transcripcidn del'RNﬁ heterogéneo nuclear, el cual a través
de procesamiento da lugar al ENA mensajero. Se localiza en &%
nucleoplasma vy es sensible a bajas concentraciones de
amanitina (Roeder., 1976). La enzima pesa alrededor de 500,000
daltones vy consta de aproximadamente 10 subunidades de
caracter Acido. En la célula se pueden localizar tres
especies de la holoenzima, estas son: 110, IIa y 1IIb, las
cuales difieren tanto en el peso molecular de su subunidad
mayvor (I110-240kd, I1Ia-214kd y IIb—-180kd), como en el grado de
fosforilaciédn de esta misma subunidad (Ilo>IIa>Ilb).

Aparentemente en la levadura un sdlo gen codifica para
las tres subunidades (Ingles y cols. 1984). Tanto la RNA
polimerasa II0 como la Ila son especies que se presentan en

forma natural en la célula (Woo-Yeon y Dahmus subm), siendo
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la IIo la que se ha encontrado unida a cromatina
(Garcia-carranca 1984). La RNA polimeras 1Ib no se detecta en
extractos celulares completos Yy parece provenir de una
prctedlisis limitada dg la regiotn € terminal de las
subunidades IIo y/o Ila.(Woo-Yeon y Dahmus enviado para su
publicacion). La regidn C terminal de las subunidades Iloc vy
Ila, estAd constituida por 52 repeticiones de siete
aminoAcidos Tyr—Ser—-Pro-Thr-Ser—Pr-o-Ser. Anticuerpos
monoclonales dirigidos contra esta zona, inhiben 1a
transcripcion especifica pero no asi a la inespecifica
(Dahmus y Kedinger 1983), por lo que esta regiédn debe de
jugar  un papel importante en la fidelidad de la

transcripcion.
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FIGURA 3. SITIOS EN EL DNA Y FACTORES
CELULARES INVOLUCRADOS EN LA
TRANSCRIFCION DEFENDIENTE DE RNA
FOLIMERASA 11. Las siguientes, son las
regiones en el DNA que se ha sugerido son
imnportantes en la transcripcidn
dependiente de la RNA polimerasa I1: La
caja TATA a -3Zpb es responsable de
situar a la FNA polimerasa Il en el sitio
+1, interactua con un factor dandec lugar
a un complejc de preiniciacidn nesesario
pero no suficiente para la transcripcidn:
Las repeticiones de 21pb (de-40 a -110) y
el factor Spl importantes en la
activacidn de 1la RNA polimerasa II1. en
SV-40 v la cja CAART, su homologo en otros
sistemas; Las secuencias estimul adoras de
la transcrifpcidn f(de =113 a i i
interactuando con factores tejido/célula
especificos: el factor goly (ADP-ribosa),
el cual elimina transcripcion
inespecifica y por ultimo el factor SII
Jue forma complejo con la RNA polimerasa

1.
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4,—- Transcripcion “’‘in vitro’’ dependiente de RNA polimerasa

Il.

Para lograr 1la tanscripcidn en un sistema libre de
ceélulas que mantenga la iniciacidn especifica se requieren de
cuatro elementos: un templado 4que contenga un promotor
fuerte, la RNA pnl;meraaa II, un extracto celular que
contenga los factores celulares nesesarios vy 1os cuatro
ribunucleotidos;: todo ésto en presencia de una concentracion
de sales optima.

Hasta ahora se han reportado tres sistemas de
transcripcion “‘in vitro’’ dependientes de la RNA polinerasa
II. El primero fué reportado por Weil vy caols. (1378
bl). En el se utilizd un extracto citoplasmatico proveniente
de celulas KB humanas denuminadn S5-100 (difiere con un
extracto citoplasmatico normal en que después de la cobtencion
del extracto, éste, se centrifuga a 100,000xg durante una
hora, eliminando orqganelos vy estructuras grandes); como
templado un fragmento det promotor tardioc de Adenovirus-2
clonado en 21 plasmido PBR-322, (cortado en diferentes sitios
prestablecidos) y por dltimo, a la RNA polimerasa I1
exdgena. Al realizar los ensayos se encontrarén transcritos
*?¢truncados’ ‘del tamafio esperado vy con la estructura de
cubierta ("cap");, con lo que se demostro que el sistema es
capaz de iniciar la transcripcidn especifica.

El sequndo (Manley y cols. 13980) utilizando wun extracto



completo v relativamente crudo, proveniente de ceélulas HelLa
de carcinoma de cérvix uterino, junto con un templade igual
al utilizado en el sistema descrito pﬁr Weil (1979 b)), con la
diferencia que el extracto no requiere de la adicion de RNA
polimerasa 11 exdgena. Parece ser que la eficiencia de este
sistema es mayor que el reportado por Weil.

Por ultimo el sistema desarrollado por Dignam y cols

(1983 a,b) en el que se utiliza un extracto proveniente de

ndcleos aislado se células Hela, el cual se trata con una
concentracidon de NaCl 0.42M, el extracto puede ser utilizado
también para la transcripcion catalizada por 1a RNA polimera
I11.

Los sistemas de transcripcion *’in vitro’’ han servido
para dilucidar muchos de los eventos que tienen lugar en 1la
iniciacién de la transcripcion, algunos ejemplos de ésto son:
1. requerimiento de hidrolisis del enlace del ATP para
iniciar la transcripcion (Samuels y cols. 1984). 2. La
caracterizacion del sitio ’‘‘cap’’como el sitio de iniciacion
de la transcripcion (Weinmann y cols. 1983), etc.

Dada la complejidad de los procesos moleculdres en los
sistemas eucariotes, ha sido nesesario, para lograr recopilar
informacidn sobre los mismos, utilizar sistemas modelos:; los
cuales presentan ventajas, como serian, manifestar
caracteristicas del genoma de células eucariotes y a la vez
mostrar simplicidad en su manipulacién.

Entre estos sistemas modelos encontramos a los de



transcripcion "in vitro" descritos anteriormente. E1 lograr
reproducir en éstos, procesos y eventos que afecten a 1la
célula integra, es de gran importancia para el entendimiento

de los mismos
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OBJETIVO

OBJETIVOD GENERAL.

Determinar, si es posible caracterizar la actividad
supresora de la transcripcion (presente en fracciones
citoplasmadticas de células infectadas) en un sistema de

transcripciébn "in vitro”.

OBJETIVOS PARTICULARES.

Para poder cumplir con el objetivo general, nos hemos
planteado los siguientes objetivos particulares:
a.-Desarrollar un sistema de transcripcion "in vitro®™, que
sea dependiente de RNA polimerasa II y capaz de iniciar a
partir de un promotor eucariote fuerte.
b.-Establecer el efecto que tienen los extractos
citoplasmaticos provenientes de celulas infectadas sobre 1la

transcripcidn especifica.
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ESTRATEGIA

Para cumplir con nuestros objetivos, nos hemos planteado
las siguientes estrategias:
1.Pesarrollar un sistema de transcripcidn "in vitro":
1.1 Como fuernte de factores transcripcionales y RrA
polimerasa 11, se obtuvo un extracto celular total, como el
reportado por Manley y cols. en 1980, a partir de celulas
Hela.
1.2 Se propagd vy extrajo de bacterias E.coli, al plasmido
pLax, el cual contiene el promotor tardio de Adenovirus-Z que
fungid como promotor eucariote fuerte en el sistema.
2.Determinar el efecto de extractos citoplasmaticos
provenientes de celulas infectadas, scbre 1la transcripcion
especifica de nuestro sistema.
2.1 Tras la infeccitén con el virus de la poliomelitis a
células Hella. se realizd una extraccion citoplasmatica.
2.2 Se ensavyd el efecto de diferentes concentraciones del
extracto citoplasmatico infectado sobre el sistema de
transcripcion "in vitro", y se determind, si alguna de ellas
inhibe la transcripcidn especifica.
2.3 5 preincubd, a diferentes tiempos, el extracto
citoplasmatico infectado con el templado de DNA(Bossarty
cols. 1984), y se estudié, el posible efecto sobre 1la

transcripcitn especifica de nuestro sistema.
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MATERIALES.

1. Material Bioldgico.

La linea celular Hela, proveniente de cancer de cérvix
uterino. Se obtuvierén apartir de la American Type Culture
Collectian (ATCC). Se propagaran en el laboratoriec del Dr.

Carlos Fernandes-Témas a una densidad de 3-6x10 cels/ml.

b. Se trabajd con el tipo | (Mahoney) del wvirus de 1la
paliomielitis, en el pasaje 25 de su propagacidn en el
labaratoria del Dr. Carlos Fernandes-Témas. $Se obtuva del
laboratorio del Dr. David Baltimore del Instituto Tecnolagico

de Massachusetts (MIT).

c. Como templadao se utilizd el promotor tardio de
Adenovirus-2, clonadao en el plasmido PER-322, dando como
resultado el plasmido Plax (Amp-R). Se& obtuvo del Dr. R.
Tjian de la Universidad de Berkley, CA,E.U.A., guien lo
obsequid al Dr. P. Gariglio. La cepa de bacteria E.coli HB10O1l
(Amp-R, Tet-R), en la gue el plasmido es propagada fue un

ohsequio del Dr. G. Guarneros.
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2.Reactivos.

a.El cloroformo, bicarbonato de sodio, fosfato de sodio
monobasico dihidratado, acetona, alcohol isocamilico, cloruro
de calcio, hidroxido de sodio, cloruro de sodio, glucnsa;
cloruroc de magnesioc heptahidratado, gqlicerol, cloruro de
potasio, fosfato de sodio dibasico, fosfato de potasio
monobasico, carbonato de sodio, tartrato de sodio potasio vy
sulfato de cobre pentahidratado fueron obtenidos de

J.T.Baker{México).

b.El1 tritén X-100, ditiotreitol, HEPES, adenosina 5’

trifosfato, uridina 5’ trifosfato, guanosina S5* trifosfato,

citidina 35’ trifosfato, cloramfenicol, mercaptoetarnol ,
tris—-base, albdmina de suero bovino, aminoacidos no
esenciales, amanitina, lisozima, reactivo de folin, TEMED,

RNasa A y ampicilina fueron obtenidos de Sigma Chemicals, Co.

(EUA).

c.El1 azul de bromofenol, xileno de cyanol, bromuro de

etidio, fenol ultrapuro, formamida, y persulfato de amonio

fueron obtenidos de BRL (EUR).

d.La amberlita MB3, acrilamida, NN’-metilenbiacrilamisa vy

agarosa fueron obtenidas de BDH (EUA).
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e.La bactitriptona, extracto de levadura, agar ¥

casa-~-aminoacidos fueron obtenidos de DIFCO (EUA).

f.El etanol absoluto, tolueno, acetato de sodio, sulfato
de amonio y &cido acetico fueron obtenidos de Merck

(MeNMxico).

g.La urea y sacarosa recristalizadas fueron obtenidas de

Shwartz-Mann (EUA).

h.La penicilina G. potasica y el sulfato de estreptomicina

fueron obtenidos de Farmacetticos Lakeside (México).

i.El medic minimo esencial {MEM) fue obtenido de

Gibco-Laboratories, Inc (EUA).

j.Las bolsas de didlisis fueron obtenidas de Spectrum

Medical Industries, Inc(EUA).
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Composicion y preparacion de las soluciones.

En la preparacion de todas las soluciones se empled agqua
bidestilada. Se esterilizd por autoclave (EA) a 1S5ib/cmZ de
presiﬁn a 120C durante 20 win. o por filtracidn (EF) a traves
de membranas Millipore HWFA (0.22 um), segdn se indique. Se
quardd a temperatura ambiente, a 4C o se congeltd a —-20C como

se settale en cada solucioi{DS¥’n.

Prepar-acion de los templados.

Medio L. 10gr. de bactotriptona, 10gr de NaCl. Sgr de
extracto de levadura y 1 ml de NaOH 2M. Aforar a 1 1t. ER
.quardar a 4C.

Cajas agarosa-bromuro de etidio. Disoclver agarosa en agua a
una concentracién de 1%. Afadir 0.5 ug/ml de EtBr, agitar vy

vaciar de 20 a 25ml en una caja petri.

Solucion 1. 0.05 M de glucosza, 0.01M de EDTA ph 8.0 y 0.025M

de- Tris—HC1 pH 8.0 EA y gusardar a 4C.

Soluciodn 2. Preparar fresca. O.2N de NaOH y SDS al 1% EF .

Solucidn 3. 3M de acetato de soadio pH S.0, 24.489r de



NaCC2IHI3]I002]1 3HLZ2]0 + HOACc glacial. Afcrar a 100ml. el gH

debe gquedar justa. EA guardar a temperatura ambiente.

Amortiguador TE. 0,01M de Tris-HC1 pH 7.4 vy 0.001M de EDTA.

EA gquardar a 4C.

Arortiguador de restriccidn Tagl (10X). G.1M de Tris-HCl pH
8.4 0O.06M de M3C1rC2]. IM de NaCl v 0.08M ge MET. EA se

auarda a 4C.

Amortiguader TE (10Xi. ©.083M de Tris-base, €.083M gs acido
borico v 0.0025M de EDTA. Checas que el pH sea de 3.3, EA

guardar a temp. amb.

Colorante B.J. 10X, O,1M d= Trie cH B.S (Q.28M de Tris—-HCl

v 0.72M = Tris—-b

i
m

se 0, 2, 08M de EDTA pH 8.0, glicero! al S0k,

azul de bromofenol ai C.25% v ri1lewne de ciranol &l O,.I25%.

Buffer de Columia. .SM ds Nall  SO0mM Tris-HCl1. 10mM de EDTA.
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Obtencion de los extractos.

Medio de Infeccion. Es el medio minimo esencial (MEM 1X) sin
glutamina, metionina, penicilina, estreptomicina y suero EF

se guarda a -20C.

Liquido de centelleo tolueno-tritdn. 11t de tolueno, 600ml de

triton X-100, 168ml de agua bidestilada y 3Z.3gr de FPO.

Amortiquador 1. Para 11t. pesar B.4gr de NaCl, 0.29r de KC1,
1.15gr de Nal21IHFOCL4]1 v 0.Z2g9r de KHL2IFPO[L41. Después de EA
llevar a 0.01M de MgC1L2]. el pH debe ser de 7.0 se guarda a

4C.

Amortiguador 2. 0.01M de Tris—-HC1, 0.001Mde EDTH, 0.005M de

DTT. Ajustar el pH a 7.2 EA guardar a 4C.

Amortiguador 3. 0.05M de Tris-HCl, 0.01M de MgCl{23. 0.002M
de DDT, 25% de sacargsal(w/v) y S0% de gliceroli{v/v). Ajustar

el pH a 7.9 EA guardar a 4C.
Amortiquador 4. 0.02M de HEPES, o.M de .01, 0. 125Mde
MgC1{21. 0.0001M de EDTA, 0.002M de DTT y 17% de glicerol

(v/v). Ajustar el pH a 7.9 EA guardar a 4C.

Solucion saturada de sulfato de amonio. 63.7gr de
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(NH[41)[2]150(4] en 100ml de agua bidestilada EA s@ guarda a

temp amb.

Amortiquador PBS. Es igual al amortiguador 1, pero sin

MgCl1L2]. EA se gquarda a 4C.
Amortiguador hipotdnico. 0.01M de HEPES, 0.01M de KC1,
0.0015M de MgCIC[2] vy 0.003M de DTT. Ajustar el pH a 7.3.EA vy

guardar a 4C.

Amor-tiguador hipertonica. 0.3M de HEPES, 1.4M de KCl1, 0.03M

de MgCiC2]. Ajustar el pH a 7.3. EA se guarda a 4C.

Amortiguador R*. 0.05M de Tris—-HCl, 0.1M de NaCl y 0.0002M de

DTT. Ajustar el pH a 7.9. EA se guarda a 4C.

Soluciéon C . (DeterminacioN de proteinal). 350 partes de 1la
solucidn A con una parte de la solucidn B. Se prepara fresca.
Solucion A, 0.094M de Nalf[21COL3]1, 0.05M de NaOH y 0.047M de

tartrato de sodio y potasio. Se guarda a 4C.

Solucion B. 0.002M de CuSO[41S5HL210. se guarda a 4C.
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Ensayos de Transcripcion.

Mezcla de nucledtidos para transcripcidn. 0.0025M de ATF, GTF

y UTP.EF se gquarda a -20C.

Solucion de CTP no marcada.0.00075M de CTF. EF. =e guarda a

-20C.

Sotucion SR. 0.05M de NaBAc pH 5.0 y 0.5% de S5DS. Freparar

fresca.

Colorante—~formamida. Agitar 100ml de formamida con Sgr de
resina desionizadora Aberlita MB2 (o MBi) durante 30min.
Remover la resina por filtracidn. Anadir 0,08gr de xilenoc de
cianol, 0.0Bgr de azul de bromocfenol y  0.02M de EDTA. Se

quarda a temp amb.

Bolsas de diAlisis. Hervir laz bolsas con Na[2]1CO0L3] al 10O%
{w/v) v con 10mM de EDTA, durante 15 min. Lavarlas de 2 a S
veces con agua bidestilada estéril. Repetir estos  dos pasos
hasta que la solucidon quede amariltla. Afladir 1mM de EDTA. EA.

Se guarda a 4C, con 2 gotas de cloroformo

Amortiquador de transcripcién de nucleos. 2mM de MnClL21,

BOmM (NH[41)C21S0(41, 1mM DTT, 20mM Tris—HCl.
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Amortiguador de lavado de papeles de transcripcion de
nacleos. 195gr. Nal2]IHPOL4], 40gr. Na[41PL2]0L71.10HL210,
Sgr. SDS. Se afora a Slt. con agua bidestilada. Se almacena a

temperatura ambiente.
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METODDé.
1.FREFARACION DEL TEMPLADO.
1.a. Aislamiento del plasmido.
Tomar 100ul de wuna colonia de bacterias con plasmido vy

crecerla a 37C en 400ml de medio L con Amp (SOug/ml), durante

toda 1a noche. Centrifugar a 6000rpm. en la centrifuga

Sorvall RC-5B (exepto por las asi indicadas, todas las

centrifugaciones se hicierdon en esta centrifuga) por 20 min.
Lavar la pastilla con 35ml de solucion 1.Volver a
centrifugar a 6000rpm. por 20 min. Resuspender la pastilla en
10ml de solucion 1, dejar reposar por S min. a temperatura
ambiente. Anadir 20ml de solucién 2 fresca, y mezclar varias
veces, dejar reposando Smin. en hielo. Anadir 15ml. de NaGaAC
3M frio e invertir varias veces, dejar reposando 30 min e
hielo. En la ultracentrifuga wutilizando el rotor 60t i
centrifugar a 20000 rpm por 10 min. a 4C. Pasar el
sobrenadante a un tubo nuevo. Precipitar con 2 volumenes de
EtOH a temperatura ambiente por 15 min. Centrifugar por 135
min. a temperatura ambiente a 10000 rpm. y resuspender en Sml
de buffer de columna. Extraer con fenol-cloroformo ¥
centrifugar por 35 min a 10000rpm. Extraer con cloroformo Vv

centrifugar por S min a 10000 rpm. Calentar a €8C por 10 min
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para evaporar el cloroformo restante. Anadir RNasa 25ug/ml en
AcONa 50 mM y dejar reposando a temperatura ambiente 1 hora.
Extraer con fenol-cloroformo y centrifugar por 5 min. a 10000
rpm. Extraer con cloroformo y centrifugar a 10000 rpm por
Smin. Precipitar con 2 volumenes de EtOH a tewmperatura
ambiente por 15 min. Centrifugar por 20 min a 10000 rpm,
escurrir bien la pastilla y resuspender en Iml de buffer de
columna. Colocar el mililitro de muestra en wuna columma de

Sephadex 4B de 18Xi cm, permitir que se adsorba y colocar un

mililitro mas de buffer de columna, permitir que se adsorba y

conectar la columna a un flujo fijo de buffer de columa, al
mismo tiempo empezar a recolectar las muestras({ alrededor de
S500ul por tubo), el plasmido saldra en los primeros 12 tubos.
Precipitar las muestras con 2 volumenes de EtOH por 30 min a
temperatura ambiente y centrifugar por 15 min a 10000rpm..
escurrir muy bien la pastilla y resuspende en un volumen

pequenoc de TE.

1.b.Determinacién de la concentracién de DNA.

Colocar diferentes diluciones de la muestra problema y de una
muestra de concentracién de DNA conocida en una caja de
agarosa BrEt. Permitir que se adsorban y observar la caja a
través de un transiluminador de 1luz ultravioleta.modelo

TM-36. Por comparacién en la fosforescencia determinar la
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concentracidn de DNA.

1.c. Restriccién del DNA.

Arnadir 18ul (mernos el volumen del DNA) de agqua bidestilada
esteril a un tubo de polipropileno de 1.S5ml. Afadir 2ul de
amortiguador de restricciédn 10%x.Anadir la cantidad deseada de
DNA. Agregar, por daltimo, 1la enzima de restriccion Tagq |
(cuando se utilice otra enzima se daran las especificaciones
en el pie de figura) a una concentracion de 6 unidades por ug
de DNA. Dejar incubando durante lthr. a €SC.Colocar

inmediatamente en hielo.

1.d. Analisis de los fragmentos de DNA en minigel de agarosa
al 1%.

Disolver 0.2gr-. de agarosa en 20ml. de amortiguador TB 11X a
70-80C. Llenar la camara y poner el peine. Dejar gelificar
por 320 minutos. Retirar el peine y 1llenar la camara con
amortiguasador TR 0.5X. Anadir a las muestras (de 20ul aprox)
2ul de colerante B.J. (10X) v ponerlas en los pozos del gel.
Correr a 90V hasta que el xileno de cianol se encuentre a
2-3cm. del polo positivo. Tenir el gel con bromuro de etidio

(Sug/ml.)durante 5 min.Las bandas se visualizaron en un
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transiluminador de luz U.V. modelo TM-36.



2.0BTENCION DE LOS EXTRACTOS.

2.a. Cultivo de células Hela.

Crecer las células HelLa S3 en suspencion, a 37C, en medio
minimo esencial (MEM), suplementado con 10% de suero fetal de
ternera, 1% de amincacidos no escenciales Y 2% de
penicilina/estreptomicina. Mantener el crecimiento entre 3-6
® 10 ¢lutas/ml. El1 tiempo de duplicacidén es aproximadamente

de 249hrs.

2.b. Infeccion de las ceélulas HelLa con polio.

Cosechar un cultivo de células HelLa en suspencién a 2,500 rpm
a temperatura ambiente durante 3 min. en una centrifuga
Internacional PR-6000. Lavar ltas ceélulas con S5 volumenes de
medio de infeccion. Resuspender las células a una densidad de
1%10C7]cels/ml. en medio de infeccidn. Dejar en agitacion a
temperatura ambiente por 1Omin. para permitir la completa
resuspencion de las ceélulas. Dividir el cultivo en-dos lotes.
Someter uno de ellos a infeccion fingida (control). El1 otro
lote, infectarlo con polio a una multiplicidad de infeccion
de 100. Incubarlos a 25C durante 30 min. para permitir la
adsorcion del virus. Afladir un volumen del medio de infeccio{(DSli’n

e incubar por otros 15 minutos para impedir nueva
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readsorcidn. Centrifugar, a 2500 rpm en la misma centrifuga,
para eliminar los virus no adsorbidos. Resuspender las
ceélulas a una densidad de 35x10[6]1 cels/ml en medic de
infecciodn suplementado con 2% de suero fetal de ternera
dializado y 1% de L-glutamina, e incubar a 37C; a partir de
este momentc se conzidara iniciada la infeccidn. Dejar a 37C

ern agitacidn por 3 horas.

2.c. Seguimiento de la infeccidn.

Para monitorear el proceso de infeccidn, poner,desde el
principio de la misma,iml del cultivo control y uno del
infectado en dos tubos por separado en agitacion a 37C.
Colocar por separado en 12 tubitos 2uCi/ml de (3518 Metionina
diluida en medio de infeccién. A los 60, 120 y 180 minutos de
infeccion tomar de los tubos de muestra SOul y colocarlos en
los tubitos que contienen la metionina marcada (esto se hace
por duplicado). Mantener en agitacion a 37C durante 5
minutos. Agrgar Sul de metionina 100X y agitar a 37C 3minutos
mas. Colocar toda la muéstra en papel Whatman 3mm. Anadir
inmediatamente SOul de TCA al 3% y dejar secar. A 4C lavar
los papeles en TCA al 10% por 10min, con TCA al 5% por otros
1Omin y en EtOH al 30% por 20min. Secar los papeles y contar
con liquido de centelleo tolueno-tritédn en un contador de

centelleo liquido (Packard 338%5).

a6



2.d. Extracto de Manley (Manley y cols 1380).

A partir de un cultivo de células HeLa (control e infectado),
lavar las ceélulas con S vol de la pastilla del amortiguador
1.bajar la pastilla en la centrifuga International FPRB000 a
2500rpm durante 10 minutos a 4C (trabajar a esta temperatura
en el resto de los pasos). Resuspender la pastilla en 4
volumenes de la pastilla en amortiguador 2. Dejar en
agitacion suave durante 20 min. Homogenizar en un Dounce
metalico con B a 10 golpes del embolo B. Verificar la ruptura
de las células al microscopio. Afadir 4 volu{DS} ' menes de pastilla
de amortiguadeor 3 vy agitar suavemente durante 20 min. Agregar
1 volumen de pastilla de solucidn saturada de (NHL41)L21S0[4]
pH7.0 gota a gota en agitacién continua. Dejar agitando
durante 20 min. Centrifugar a S0000 rpm con el rotor 60Ti en
la ultracentrifuga Beckman L8—§5 durante 3 hrs. Precipitar el
sobrenadante I con (NHI[4]1)[Z2]1S50(4] solido (0.33 g/ml de
suspensidn). Disolver lentamente. ABadir 0.01 ml de NaOH por
cada 109 de (NH[41)[2150f4] solido aftadido en el paso
anterior. Agitar durante 30 min. Centrifugar a 11300 rpm en
el rotor S$S34 de la centrifuga Sorvall RC-5B durante 20 min.
Resuspender el precipitado con 1/10 del valdmen del
sobrenadante I en el amortiguador 4. Dializar esta suspension

contra 100 voldmenes del mismo amortiguador durante 8 hrs.,
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haciendo un cambio a las dhrs. Centrifugar el dializado a
3300 rpm durante 10 min. Dividir el sobrenadante II en
alicuotas de 30-100ul y congelar rapidamente en nitrogeno

liquido.

2.e. Extracto citoplasmatico y ndcleos.

Tomar un cultivo de células Hela (control e infectado) vy
cosecharlas a 2500 rpm en la centrifuga PREOCO a 4C (trabajar
a esta temperatura en el resto d= los pasos). Lavar con 2
volumernes de pastilia <con amortigquador PBS. Lavar con 2
volumenes de pastilla, con buffer hipoténico. Resuspender en
2 volumenes de pastilla con buffer hipoténico. Dejar 10 min.
en hielo en agitacion. Homogenizar en un Dounce métalico con
7 golpes. Afadir 0O.1lvol de pastilla de amortiguador
hipertonico. Dar 3 gzipss mas =2n =l Dounce. Colocar 1la
suspension en un colichen de glizerol al 30% en amortiguador
R* (6ml de colchdn/ ml de muestra). Centrifugar a 3200 en 1la
centrifuga PR6000 durante 10 min. Tomar con cuidado la fase
superior, (correspondiente al citoplasma) sin tocar el colchén
de glicerol. Dializar contra 100 volumenes de amortiguador &
durante B horas, haciendo un cambio a las 4 hrs. Repartir el
diatizado en alicuotas de 50-100ul y congelar rapidawmente en
nitrégeno liquido. Por otro lado la pastilla nuclear es

resuspendida in amortiguador de transcripcion nuclear y 10%



de glicerol y congelada en nitrogeno ligquido.

2.%¥. Determinacion de la concentracion de proteina (Lowry

1951).

Aftadir 1 ml. de =solucioiDS}'n C a 0.2ml de muestra (por duplicado)
y agitar bien. Dejar 10 min. v anadir O.1lml de reactivo de
folin (folin diluido 1:1 con agual. Mezclar bien,
inmediatamentee. Dejar al menos 45 minutos para gque se
desarrolle el color. Leer a AEEO en el espectofotometro Zeiss
PMG1I. Usar agua como blanco y una solucién de albumina de

suero bovino para hacer la curva patron
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3.ENSAYD DE LA INICIARCION ESPECIFICA DE LA TRANSCRIPCION IN
VITRO.

3.a. Incubacién "in vitro™ y extraccion del RNA.

La mezcla de reaccién contiene 500 uM de ATP, GTP, y UTP;
S0uM de CTP; SuCi de (32]JF CTP; 0.6 ug de pLax cortado con
Taqls y extractos segqun se indique en cada experimento. La
concentracion final de sales es de 12mM HEPES pH 7.9, 60mM de
KCl, 7mM de MgClC21, .2mM de EDTA, 1.3mM de DTT y 10% de
glicerol. Aforar con agua bidestilada estéril a 25ul. Incubar
a 30C durante €0 win. Parar la reaccion con 22Sul de la
solucion fresca S.R. Extraer una vez con fenol equilibrado
con agua. Extraer 2 veces con cloroformo/alcohol ispamilico
(24:1). Llevar a una concentracion final de ©0.15M con una
solucion de NaOAc pH 5.0. Precipitar con 3 volumenes de
etanol al 100% (a—-20C) y dejar 15 min a -70C. Centifugar las
nruestras a 15000rpm en una centrifuga Eppendorf durante 15
min. a 4C. Secar la pastilla en un secador de muestras con
vacio Savant 8V100H durante 30 min. aprox. Resuspender en Sul
de agua bidestilada est;ril y afadir 20 ul de colorante
formamida. Calentar las muestras a 63C durante 5 wmin vy

enfriar rdpidamente en hielo.



3.b. Preincubaciones en 1los ensayos de transcripcion “in

vitro”.

La mezcla de preincubacidn contiene 0.6ug de pLax /Taql; agua
bidestilada esteril (el voldmen necesario para que al tiempo
cero de reaccion se alcancen los 25ul) Q cantidades
diferentes de extractos citoplasmaticos (se menciona en cada
experimento). Realizar las preincubacidénes a 30C durante
diferentes longitudes de tiempo (se menciona en cada
experimento). Tras éste tiempo agregar la mezcla de reaccion
vy el extracto de Manley el resto de los pasos son idénticos a

lo mencionado en el inciso 3a.

3.c. Analisis de los transcritos en gel de poliacrilamida

4%/7M urea.

Preparar un gel de poliacrilamida 4%/7M urea, de acuerdo a
las sigﬁientes proporciones: Sml de una solucion de
acrilamida/bisacrilmida al 40%(38:2), 21.08 g de urea
recristalizada, 5Sml de amortiguador TB{10X), agua a menos de
50 mi. Calentar y agitar. Aforar a SOml. Degasificar durante
15min. Anadir S0ul de TEMED y 200ul de P.S.A. al 10%{w/v).
Dejar polimerizando al menos una hora. Frecorrer el gel 1 hr.
a 250V en una fuente de poder ISCO. Llenar los pozos del gel

con las muestras. Correr el gel en 1las mismas condiciones
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hasta que el xilteno dg cianol esté a icm del polo positivo
(2.5 hrs aprox). Sacar con cuidado el gel y envolverlo en una
pélicula transparente de plastico. Meterlo en un cassette
para autorradiografia Kod::. X-0 Matic junto con una placa de
fotografia FKFodak X-Omat K. Exponerla durante 2 dias

aproximadanente a —-70C.

3.d. Acdlisis densitométrico de los autorradiogramas.

Analizar densitométricamente los densitogramas en

espectofotémetro Beclman DU-7 una logitud de onda de S5SOmk.



4.ENSAYD DE TRANSCRIFCION EN NUCLEOS AISLADOS DE CELULAS HelLa
S3.

4.a. Ensayo de transcripcion.

La mezcla de reaccion contiene .00iM de ATF, GTP, CTF; 76um
de UTP;10uCi de [3]JH.UTP;5X10[6]1 ndcleos control;, y una
concentracion final de sales de .002M de MnClL21; .00iM de
DTT; .02M de Tris-HCl, pH 7.9; .0BM de (NH[41)L21S0[41;
Llevar a un volumen final de 125ul. E1 tiempo de reaccion,
los tiempos de preincubacien y la cantidad de extractos
adicionados se s#ala en cada experimento. Parar la reaccio{(DS¥I'n
con 10ul de EDTA 0.2M y colocar en frio. Medir la
incorporacion de ([3JH.UMP a RNA colocando la mezcla de

reaccion en papeles DE/SI.

4.b. Lavado de papeles DE/S1.

Lavar lps papeles con amortiguador Buffer de Lavado, durante
10 min por 7 veces. Lavar una vez por 10 min. con agua
bidastilada, lavar rapidamente con etanol absoluto, dejar

s@car y contar con ligquido para centelleo tolueno-triton.
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RESULTADOS

1.~ INFECCION DE CELULAS HelLa CON POLIOVIRUS: “PILOTO DE

INFECCION".

‘Como se menciond en la Introduccion, | experimentos
anteriores han demostrado que la infeccidn de células Hela
cont picornavirus da lugar a un abatiwiento tanto en la
gintesis de RNA, como en la traduccion del mismo (Baltimore,
1362). ﬁon el fin de seguir el desarrollo de estos eventos,
s® realizd una infeccion de células Hela con virus de la
polio midiéndose la sintesis de proteinas mediante la
iricorporacion de [35S]) wetionine a materisi Acido-insoluble
@n un experimento de puleos (Ver Materiales y Métodos).

La figura 4 muestra que, en tanto 1la incorporacién de
{2?%1S metionina en el cultivo de células bajo infeccion
firngida (control) se mantuvo relativamente constante, en el
cultivo infectado, se detectd. entre los 90 y 120 minutos un
decremsnto en la incorporacion de [35]15 metionina,
reflejando, la inhibicién de la traduccion celular. A Ppartir
de é#ste momento se inicio la sintesis de proteina viral
(Holland, 1963), observandose en la grafica como un
incremento an la incorporacion de £3518 metionina.

Este experimento muestra que la infeccion se llevo a cabo.



FIGURA 4.FILOTO DE INFECCION CON POLIO
Cultivos de Sx10[5] cels/ml. infectadas vy
control, fueron marcados a los 90, 120 vy
180 minutos mediante un pulso de 3
minutos con (3515 metionina como se
describid en Materiales y Meétodos.
Células Control:

Ceélulas Infectadas:
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Z. OBTENCION DEL EXTRACTO CELULAR TOTAL (ECT).

"In Vitro", 1a transcripcidn especifica eucariote
requiere, ademds de un templado que contenga un promotor
fuerte y de la RNA polimerasa 11, a una serie de factores que
se encuentran en extractos de origen célular como es el
extracto celular total (ECT), descrito por Manley y
cols.(1980).

Se escogio utilizar el (ECT) de entre otra serie de
extractos que contienen factores de iniciaciton, ya que, es el
mads eficiente para transcribir templados exdgenos y es de
facil manipulacion por no tenerle que suplementar RNA
polimerasa II.

Se realizd cuantificacion de proteina por el wétodo de

Lowry encontrandose 5.7 y 5.5 ugr de proteina/célula en los

ECT control e infectado respectivamente.
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3.- OBTENCION DEL TEMPLADO.

Se utilizé como templado del sistema un segmento de DNA
que contiene el promotor tardio del virus adeno 2. E1 cual,
por utilizar la maquinaria de transcripcién del huésped
({Nevins y Chen—-Kiang, 198l1) y por contener las las seflales de
iniciacidn (Weinmann y cols. 1983), se 1le considera un
promotor eucaridte fuerte.

Dicho segmentoc se encuentra clonado entre los sitios Sall
y Bam Hi del plasmido pBR322, dando lugar a pLax {(ver figura
%). Con la metodologia wutilizada para la propagacién vy
purificacidn del DNA recombinante, se obtuvieron 420 ug de
DNA, a una concentracidn de 1.4 ug de DNA en 2 ul de
amortiquador TE(ver Materiales y Métodos).

Dynan y Tjian (1983a) reportaron que en un ensayo de

transcripcioéon "in vitro", al emplear como templado el

plasmido pLax cortado con la enzima de restriccion Taq I,
encuentran un transcrito predominante de 560 bases, que es el

esperado, si la transcripcion se lleva a cabo en el fragmento

que contiene al promotor de Adenovirus e inicia

espécificamente en el sitio conocido como +1.

En el presente trabajo el templado utilizado fue, el
mismo pLax, cortado con Taq I (Figura 6) en una relacion de 1
ug de DNA/6 unidades de enzima. Obteniendo los 7 transcritos
esperados; el fragmento de 830 pb es el que contiene al

promotor tardio de Adenovirus.
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FIGURA S.MAPA DE PLAX. Al plasmido
pBR322, se le clond entre los sitios
Sal1-BamH1l, un Fraémenta de 734 pb (linea
gruesa en el esquema) que contiene el
promotor tardio de Adenovirus-2, dando
lugar a plLax. El1 esquema muestra los
fragmentos gener-ados al cortar el
plasmido con 1la enzima de restriccidn

Tagql (A,B.C.D.E.F y G).
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FIGURA 6.PATRON DE RESTRIECIDN DE PLAX.
Fotografia de un gel de agarosa 1.2%
-tefido con EtBr e iluminado con Luz UV,
donde se muestra al pLAX y las fragmentos
obtenidos al cortarlo con enzimas de
restriccidn (Ver Métodos).

Carril 1: Marcador de peso molecular, DNA
de Lambda digerido con Hind III 23,130pb,
9,419 pb, 6,537 pb, 4,371 pb, 2,322 pb,
2,028 pb, %544 pb y 125 pb. Carril 2, pLAX
sin digerir 4,884 pb. Carril 3, pLAX
digerido con EcoRi. Carril 4, pLAX
digerido caon Tagl 1,444 pb, 1,307 pb, 833

pb, 476 pb, 348 pb, 315 pb y 141 pb.
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4.-INICIACION ESPECIFICA DE LA TRANSCRIFCION.

Habiendo obtenido los elementos requeridos pari llevar a
cabo la transcripcion "in vitro", esto es, como templado al
promotor tardio de Adeno-2 y como fuente de factores de
transcripcidon al ECT descrito por Manley, procedimos a montar
el sistema tal y como se menciona en Materiales y Métodos.

En la Figura 7 se muestra que la transcripcién con el ECT
es dependiente de DNA exdgeno (carril 1), ya que en ausencia
de éste no se encontrd transcrito alguno. Al agregar a la
reaccion el plasmido pLax cortado con la enzima Taq I se
encuentra el transcrito esperado de 560 bases (carril 2),
esto indica la iniciacion especifica en nuestro sistema;
iniciacién especifica dependiente de RNA polimerasa II; vya
que el transcrito especifico mostrd alta sensibilidad a
amanitina a una concentracitn de 1.0 ug/ul, concentracion que

inhibe la actividad de 1a enzima RNA polimerasa II(carril 3).

60



FIGURA 7.ENSAYO DE INICIACION ESFECIFICA
DE LA TRANSCRIFPCION DEPENDIENTE DE DNA
EXOGENO Y DE FRNA FOLIMERASA 1II. La
autorradiografia muestra la incorporacion
de [32IP CTP al transcrito especifico
durante la reaccidn "in vitro". El1 ensayo
se llevd a cabo durante 60 minutos, tal vy
como se menciona en Materiales y Métodos.
Carril 1: 85 ug de ECT. Carril 2: 85 ug

- de ECT suplementado con 0.6 ug de DNA.
Carril 3: Igual que el carril 2, pero con
amantina a wuna concentracion de 1

ug/ml.
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5.- EL ECT OBTENIDO DE CELULAS INFECTADAS TRANSCRIBE A BAJO

NIVEL.

Crawford ¥y cols.(1981) reportardn que en un sistema de
transcraipcion ®"in vitro" dirigido por Adeno-2, el ECT
aobtenido de celulas infectadas (ECTi) transcribe
especifizswerte coOn una muy baja eficiencia con respecto al
extracte zontrol. Estos datos fueron corroborados p;r el
experimerto descrito en la figqura 8. Los mismos autores
cencluyen que dicho extracto es deficiente, en al menos un
factor proteico requerido para la iniciacidn especifica
mediada por la RNA polimerasa II.

En la figura Ba se compara el transcrito de S60 bases
chtenido tanto en preserncia del ECT (carril 2) como el que se
abtuvc en presencia del ECTi (carril 4). Con el #fin de
obtener 27023 cuantitativos, ambos autorradiogramas se
anatizaron por densitometria a 560 nm (figura 8bl). Como se
puede o-s2rvar ’ aun cuando el ECTi transcribe
especifice~oente, la eficiencia apenas alcanza el S50 % con
respecto al transcrito obtenido con el ECT (comparar panel A
¥y B,

Los carriles | v 3 muestran la dependencia de ambos

extractos por DNA exdgeno.
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FIGURA B8.TRANSCRIFPCION IN VITRO EN
PRESENCIA DE ECTi.La autorradiografia
muestra la incorporacién de [321P CTP en
el transcrito de 3560 bases durante 60
minutos en un ensayo de transcripcion "in
vitro", en presencia del ECTi tal v como
se menciona en Materiales y Métodos.
a.Carril 1. ECT 60ug. Carril 2 ECT 60ug y
Plax/Taql .6ug. Carril 3.ECTi 60ug.
Carril 4.ECTi 60ug y Plax/Taql .6ug.
b.Panel A. Trazo densitométrico (S60 nm)
del autorradiograma que se muestra en el
carril 2 (ECT).

Panel B. Trazo densitométrico (560 nm)
del autorradiograma que se muestra en el

carril 4 (ECTi).
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€. -TRANSCRIPCION "In Vitro" CATALIZADA POR EXTRACTOS

CITOFLASMATICOS (EC).

Al realizar un ensayo de transcripcién "in vitro", en
presencia del ECT junto con el ECTi, Crawford (1381,
encuentra que se pr-oducen los mismos niveles de transcripcién
especifica que en los ensayos control. Por lo que, el ECTi
ademas de carecer de algdn factor, aparentemente tampoco
contiene al inhibidor. For otro lado, se ha reportado en 1la
literatura (Baladin y Franklin, 1864 y Bossart y cols. 1982)
que un extracto citoplasmatico proveniente de celulas
infectadas con picornavirus es capaz de inhibir la
transcripciodn de ndcleons aislados ae ceélulas control. Con 1o
que en el presente trabajo decidimos determinar si  era
posible caracterizar en un sistema de transcripciodn "in
vitro", dirigido por Adeno-2, la actividad inhibitoria
presente en los extractos citoplasmaticos.

Iniciamos dicha caracterizacion, determinando la
actividaé transcripcional (tanto 1la endogena coma la
dependiente de DNA exdgeno) presente en nuestros extractos.

En la figura 9(a y b) se presenta el resultado de dicho

ensayo. Como se puede observar, mientras gque el extracto
citoplasmatico control (ECc) no s capaz de dirigir
transcripciédn endégena f(carril 1, Sa), en el extracto

citoplasmatico infectado (ECi) encontramos un transcrito

endogeno de alto peso molecular que corresponde al producto
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de transcripcion del complejo de replicacidn (IR) del virus
(carril 3, %a). La actividad de alargamiento de la cadena de
RNA viral, iniciada "in vivo", ha sido reportada en este tipo
de extractos.(Crawford y cols.1981).

Una vez caracterizada la actividad enddgena de 1los
extractos, se suplemento al sistema con los fragmentos de DNA
provenientes de la restriccién del plaswido Plax{uno de los
cuales contiene al promotor tardio de Adeno—-2, el cual funge
como templado de nuestrp sistema. Ver figura 5S). E1 ECc
produjo siete transcritos (carril 2 en Ba) sin que se
observara sintesis preferencial de ninguno de ellos. En el
caso delECi(carril 4 en 9a) se observa tanto el transcrito de
alto peso molecular ya mencionado del CR viral ,como 7
transcritos; seis de ellos coinciden con 1los transcritos
sintetizados por el ECc. Es de 1llamar la atencién que el
transcrito que no coincide, @3 precisamente el transcrito
especifico de S560b, correspondiente al fragmento del DNA que
contiene al promotor de adenovirus-2 (Ver carril 2 en la
figura 7) en su lugar se detecto un nuevo producto de
alrededor de S500b.

Con el fin .do cuantificar 1los diferentes transcritos
obtenidos en ambos ensayos se llevo a cabo una densitometria
de los autorradiogramas descritos en la figura 9a. El1 trazo
densitométrico ¥y el porciento del transcrito especifico se
miestraen la figura Sb y en la tabla 1, respectivamente. En

190 que respecta al trancrito de 560 bases se encontro abatido
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en la ¢transcripcitn con ambos extractos citoplasmaticos
(control e infectado) si se 1le compara con el ensayo en
presencia del ECT (carril 1 en Sa). Este resultado era
esperado dado que el ECT se encuentra '"enriquecidb" con
proteinas que participan en 1la transcripcion especifica.
Comparando los transcritos obtenidos en presencia de los EC
encontramos por un lado que es menos especifica gque con el
ECT, y por otro lado, gque la transcripcién dirigida por el
promotor eucariético de adenovirus es menos eficiente (o no

se presenta) en presencia del extracto infectado.
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FIGURA 9. TRANSCRIFCION ENDOGENA Y EN
FRESENCIA DE DNA EXOGEND DE EXTRACTOS
CITOPLASMATICOS ({EC).
a.lLa autorradiografia muestra la
incorporacion de [32PICTP durante 60
minutos en un ensayo de transcripcién in
vitro en presencia de los EC, tal y como
se menciona en Materiales y Meétodos.
a.Carril 1. ECT 60ug v Plax/Taqi 0.6ug.
Carril 2. ECi 40ug. Carril 3. ECi 40ug vy
Plax/Taql 0.6ug. Carril 4. ECc 40ug.
Carril S. ECc 40ug y Plax/Tagql O.6ug.
b.Panel A.Densitometria del patron en el
carril 3 del autorradiograma en a. EIl
mismo se realizo a S60nm.
Panel B.Densitometria del patrén en el
carril 5 del autorradiograma en a. EIl

mismo se realizéd a S60nm.

67



ABSORBANCIA A 560 nm (D O)

polio 560

nbdbwNn —

2.5

2.0

0.5~

0.0

polio
1 560b

500

1 1 |

25

42 59 76
DISTANCIA (mm)

Citoplosmao
Citoplasma
Citoplasma
Citoplasma

2.5

] Manley Control + DNA

Infectado
Infectado + DNA
Control

Control + DNA

2.0

0.0

560 b

L | - |

2%

42 59 76
DISTANCIA {(mm)

93




TABLA |

TRANSCRIPCION ESPECIFICA CATALIZADA "IN VITRO" POR LOS EXTRACTOS C[TOPLASMATICOS.1

SISTEMA DE TRANSCRIPCION

2

% TRANSCRITO ESPECIFICO
(3% _RNA DE 560 BASES)

% DE TRANSCRITO ESPECIFICO DEL
CIT. INFECTADO EN RELACION AL CIT. CONTROL

EXTRACTO ORIGEN
CELULAR TOTAL CONTROL 100%°

CITOPLASMATICO CONTROL 1.5% 1008 560b
CITOPLASMATICO INFECTADO 9.2% 80%(?) 560b

1. La determinacién

se llevo a cabo por densitometria del autorradiograma descrite en la Figura 9 a 560nm.

2. La concentracién de prctefna en los extractos, celular total (Manley y cols. 1980) y citoplasmdtices (Flores-Otero y cols.

1982), fue de 60 y 40 ugr respectivamente.

3. El 100% correspende al transcrito especifico obtenide en la incubacifn con el extracto celular tetal (control).

4. E1 100% corresponde al transcritc especifice (560b) obtenide en la incubacién con el extracte citoplasmitice control.
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7.-EFECTO DE DIFERENTES CONCENTRACIONES DEL EC SOBRE LA

TRANSCRIFPCION ESFECIFICA, DIRIGIDA FOR EL PROMOTOR TAR

ADEND-2, EN PRESENCIA DEL ECT.

Los resultados anteriores sugileren que

DI0O DE

exlsten

diferencias en la capacidad transcripcional de los EC, gésto

es, mientras que aparentemente el ECiI es capaz de 11

cabo la transcripcidn en forma inespecifica, no

evar -]

puede

utilizar seflales especificas de iniciacion de un promotor

fuerte, como es el gromotor tardio de Adeno-Z2.

Este dato, aunque preliminar, sugiere que el ECi carsce
de proteinas que 1le dan especificidad para una region
regulatoria, o bien gque especificamente bloquea dichas
seflales. La primera Fosibilidad coincidiria con Tos

resultados reportados (Crawford y cols. 13981 Velazquez,Tesis

de Maestria 1986 y figura 3b), en cuanto a que los ex

obtenidos de ceélulas infectadas son deficientes en al
urn factor requerido para la 1niciacidn especifica. La

hipotesis, ésto es, la presencia de un inhibidor se

tractos
menos
segqunda

estudid

ensavando el efecto de diferentes concentraciones del EC:

sobre el sistema de transcripcion control (ECT y Adeno-2). EIl

experimento se realizd agregando al sistema de transcripcion

especifica cantidades crecientes del EC tanto control como el

obtenido de células infectadas. El resultado se muestra en la

figura 10(a y b ). Como puede observarse en los carriles 2, 3



Yy 4y en el panel A en 10 b, el ECc abate la transcripcién
total, llegiandose a una inhibicién absoluta al adicionar
30ugrs. de proteina (carril 5 en 10a). Este abatimiento,
puede ser debido a un exceso de proteina en el sistema, el
cual bloquea la interaccion de 1la RNA polimerasa y los
factores involucrados en la union al DNA. Si comparamos con
1o que sucede al suplementar al sistema cantidades crecientes
de ECi encontramos una cinética muy similar a la descrita
para el ECc (carril 6, 7, By 9 vy panel Ben 10b). En este
caso, también hay una disminucion de la transcripcion total a
medida que aumenta la cantidad de ECi. La cuantificacion del
transcrito especifico en la Tabla II, muestra, nuevamente,
diferencias entre ambos extractos dado que, mientras a bajas
concentraciones de EC afiadido el efecto es muy parecido
entre el control y el infectado, a 30ugrs. el abatimiento es
mayor en presencia del extracto control.

Estos resultados , aunados a los descritos en la Figqura 3,
pueden suger-ir la primera probabilidad mencionada, éasto es,
que @l ECi es deficiente en un factor protéico requerido para
la iniciacién espectfica; dado que, el ECi, aparentemente, no
puede llevar a cabo la iniciacion dirigida por el promotor

tardio de Adeno-2.
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FIGURA 10. EFECTO DE L0s EXTRACTOS
CITCPLASMATICOS SOBRE LA TRANSCRIPCION
ESPECIFICA DEL PROMOTOR TARDIO LE
ADENO-2. Lz avtorradiografia muestra la
incorperacidn de [321P CTP ern un ensavo
Ae trarscripcibn "in vitro“, que se lievd
a cabo durante 40 minutos, en presencié
de diferentes cartidades de ECc vy ECi,
tal v comc se vwenciaona en Materiales
Matodos.

2,Todoss l!os carriles contienen 60ug de
ECT v 0.%ug de plLax/taql; ademds los
carriles 2, 3, 4 vy S5 contienen 1Qug,
1Sug, 20ugq 3 30ug respectivanrente de ECC
y los carriles 5, ?, 8 v 9% contienen

{0ug, 1%ua, 20ugq v 20u3z respectivamente

de ECi.
b. Panel A. L.noe carriles 2 (trazo
superior) y 5 (trazo inferiar) del

autnrradiogramza fueron sometidos a una
densitometria a 5&60nm.

Pane! B. Los carriles & (trazo
superior) vy % (trazo inferior) del
autorradiograma fueron sometidos a una

densitometria a S&0nm.
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TABLA [1
EFECTO DE LOS EXTRACIOS CITOPLASMAILCOS SOBRE LA TRANSCRIPCION MEDIADA POR EL EXTRACTO CELULAR
TOTAL CONIROL .

INCUBACTON ] §?TANSCRITO ESPFC!FICO % TRANSCRITO ESPECIFICO DEL CIT.
ADICIONES (" P-RNA DF 560 BASES) INFECTADO EN RALACION AL CIT CONTROL

EXTRACTO.  +  EXIRACID  ug PROIEINA || R o

CELULAR TOTAI - - 100? -

CELULAR TOTAL CII. CONTROL 10 31.2 1003

CELULAR TOTAL ClI. INFECT. 10 30.7 97.6

CELULAR TOTAL CIT. CONIROL 3u .01 ND

CELULAR 10TAl CIT. ENFECT, 30 11.4 V 36

1. Los dates se obtuvieran de la densitemetria del autzrradicgrama descrite en la Figura 10 a 560nm.
2. Bl 100% corresponde al transcrite especifica obtenide con el Extracte Celular Total.
3. El 100% corresponde al transcrite especitico (560b) obtenide en la incubacifn con el extracto citoplasmdtice centrel.
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8. EFECTO DE LA PREINCUBACION DE LOS EC CON EL DNA SOBRE LA
TRANSCRIPCION CATALIZADA POR EL ECT.

Los resultados anteriores en tanto muestran una posible
deficiencia en los EC obtenidos de ceélulas infectadas, no
parecen corroborar los datos en la literatura con respecto a
la presencia de un inhibidor, probablemernte codificado por el
virus, en dichos extractos (Bossart 13984). Existen varias
explicaciones sobre esta contradiccion aparente {ver
Discuaiﬁﬁ). Entre otras, que se requiriese que el inhibidor
interactdase con el templado antes que la RNA polimerasa vy
los factores protéicos, se unieran al sitio especifico en el
promotor.

Para determinar si esta posibilidad era correcta, se
preincubaron los EC con el templado antes de adicionar el
ECT. Esto permitiria la formacidn de un “"complejo estable"
entre el putativo inhibidor ¥ @1 DNA, sin la interferencia de
las proteinas celulares.

Los experimentos de pre-incubacidn se llevardn a cabo con
el DNA restringido, plasmidu pLax, y el EC. Brevemente, el
experimento consistid en pre—incubar al DNA con los EC
durante diferentes tiempos (0, 10, 20 y 30 min.) Y.
posteriormente, adicionar al sistema el ECT ¥y 1la mezcla de
reaccitn conteniendo los nucledtidos. El resultado se muestra
en la figura 11(a y b). A medida que aumenta el tiempo de
preincubacibn-entrn el ECc y el templado (carril 6, 7, By 9

y panel A en 11b), se incrementa el nivel de transcripcion
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tctal. Siendo asi, <=e pueden observar alrededor de seis

transzcritos, mismos Qque se observan en ol ensavo dz
transcripcion del ECc v el DNA (Ver figura 9 carril S), 1o
que implica que el tiemeo de oreincubacidn permnite A

elementos transcripcionales en 21 citoplasma control formar
comple jos estaebles con el DMa. Ev 1o que =e refiere =1
transcrito especifico de 560 bases. éste, se increments cov

recpecto al tiempo de preincubacidn: sin  ombargn w0

il
J

cowporta en forma diferencial con respecto A lops otra

an

transcritos.

Enn las preincubaciones con el ECi se ohsorva ur LanAnonn
gimilar, ésto e=., algunos transcritos se increvwertar cor
recpecto 2l tiempo v entre éstos esta el de SE0 hases (zzr ol
2, 3, 4 v 5, panel B en 11b). Este resultadc suvoiere qus =1
tiempo de preincubacuildn permi te £l sleroatan
trancscricionales gue irteractazn en forma inecpecifica con el
promotor . dejarle libre para gue 2n £1 morento que se
suplemente al sistema con »l ECT los factores de iniciacidn
especifica interactuven <on el promotor en forma mas
eficiente. Sobre el ivncremento en los otros transcritos se
explica de la misma manera que en el caso del ECc. E1 tiempo
de preincubacion permite una mejor interaccion entre algunos
elementos transcripcionales del extracto y &1 DNA.

Lo que es importante recalcar s que en ninguno de los
dos casos, se encuentra un efecto especifico sobre el

transcrito de 560b, ya sea este de incremento o inhibicidn.
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Por otro lado. tampoco existen diferencias marcadas entre los
niveles de transcripcion especifica encontrada con el ECc v
el ECi (ver Tabla 1II). Por 1o tanto si existiese una
actividad supresora de 1la transcripcion no es posible

detectarla en estas condiciones y tipo de ensayos.
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FIGURA 11.PREICUBACIONES CORTAS CON LOS
EXTRACTOS CITOPLASMATICO. La
autorradiografia muestra la incorporacitn
de [32PICTP dur-ante el ensavo de
transcripcitdn "in vitro”. La reaccidn se
llevé a cabo durante 60 minutos tras
preincubaciones de diferente longitud de
tiempo entre los EC v el templade tal v
como se menciona en Materiales y Métodos.
a.Carril 1. ECT €0ug y pLax/Tagql .& ugq.
Los carriles 2, 2, 4 v 5 tuvierdn una
preincubaciton de 0,10, 20 v 30 minutos
respectivarentrs entre el ECi 15Sug v 0.6ug
de plax/Taql, tras la cual se les agregd
&0ua de ECT. Los carriles 6, 7, 8 y 9
tuvierdn una preincubacion de 0, 10, 20 vy
20 minvtos entre 12ug de ECc v 0.6ug de
"pLax/Tanl, tras la cual sé agre3d a la
reaccién 60ug de ECT.
b. Panel A. Los carriles 2 (trazo
inferior) v S5 {(trazo superior) del
avtorradiograma fueron sometidos a una
densitometria a S60nm.

Panel B. Los carriles 7 (trazo
inferior) v 9 (trazo superior) fueron

sometidos a una densitometria a 560nm.
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Utilizando-la misma estrategia que en el ensayo anterior
s@ decidiod probar si la actividad supresora requeria de
tiempos mas largos de 30 minutos para ejercer su efecto.

Por 1o que en este ensayo las preincubaciones fueron de
680 minutos con los exfractos respectivos v el resultado de
dicho experimento lo tenemos en la figqura 12. Como se puede
abservaé, al preincubar el DNA con el ECc (carril 2)- por 60
minutos, se presentan las mismas bandas que en ensayos con
preincubaciones mas cortas, sin embargo se observan bandas
menos definidas en el gel, éstp 1o adjudicamos a que
preincubaciones tan 1largas deben de interferir con la
transcripcidn del ECT. En el caso de la preincubacidn con el
ECi (carril 3), excepto por el transcrito de polico que se
observa bien definido, las otras bandas son difusas aungue
coinciden con los ensayos de tiempos mas cortos ]
Posiblemente la causa sea la misma que en el extracto
control.

Una vez mas en ninguno de los dos casos existe un efecto
diferencial sobre la banda de 560 bases, asi como tampoco
vueden observarse diferencias en el porcentaje del transcrito
especifico con respecto al control (ECT+DNA) (Ver Tabla III).

Se puede decir que, de estar presente la actividad
supresora de 1a transcripcion cen los extractos

citoplasmaticos infectados, no ha sido posible detectar su



efecto en el sistema empleado de transcripcidn

dirigida por el promotor tardio de Adeno-2,

un ECT.

suplementado

especifica

con
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FIGURA 12. PREINCUBACION DE LOS EXTRACTOS
CITOFLASMATICOS FOR TIEMPOS LARGOS. En la
autorradiografia se muestra la
incorporacion de [321P CTP, que se ocbtuvo
en la transcripcion "in vitro". La
reaccion se llevd a cabo durante 60
minutos después de preincubar 60 minutos
los EC ¥ el DNA, tal y como se menciona
en Materiales y Métodos.

Carril 1. ECT 60ug y pLax/Taql 0.6ug. En
los carriles 2 y 3 se realizo una
preincubacion de 60 minutos con 12 y iSug
de los ECc y Eﬁi respectivamente y O.6ug
de pLax/Taql, tras la cual se agregaron

60ug de ECTy la mezcla de reaccion.
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EFECTO DE LA PREINCUBACION DE LOS EXTRACTOS CITOPLASMATICOS CON

TABLA 111

ESPECIFICA DEL EXTRACTO CELULAR TOTAL.

PRETNCUBACION
EXTRACTO TIEMPO
CiT. CONTROL 10°
CIT. INFECTADO 107
CIT. CONTROL 30°
CIT. INFECTADO 30°
CIT. CONTROL 60"
CIT. INFECTADO 60"

oS

Tiempe en que se agregan los ribenucleotides para iniciar la transcripcién.

___ugPROTEINA

INCUBACION'

EXTRACTO

ugPROTE INA

EL TEMPLADO SOBRE LA TRANSCRIPCION

FTRANSCRITO ESPECIFICO
(3%p_RNA DE 560 BASES)

12
15
12
15
12
15

CELULAR TOTAL
CELULAR TOTAL
CELUALR TOTAL
CELULAR TOTAL
CELULAR TOTAL
CELULAR TOTAL
CELULAR TOTAL

60
60
60
60
60
60
60

100
42
44
63.7
68.1
32.2

37

La tabla resume los datos de las figuras 11 y 12.
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9. SISTEMA DE TRANSCRICION DE NUCLEOS IN VITRO.

De l1os resultados anteriores se puede concluir, gque tanto

el ECc como el ECi, son deficientes para llevar a cabo 1a
transcripcion de un promotor eucariote, ésto es, catalizan la
sintesis dirigida por el PT-adeno-2, pero ésta es menos
especifica gque la encontrada 'con el ECT, entendiendo por
especifica agquélla que estad dirigida por una regidn
regulatoria (promotor) e inicia en el sitio indicado +1.
También puede concluirse que el ECi no contiene un inhibidor
especifico de 1a transcripcidn DNA-dependiente, al menos en
forma activa; Este altimo dato se contrapone con resultados
reportados en la literatura.
Bossart en 1984 describid un sistema in vitro de ntcleocs
purificados, los cuales al ser preincubados con extractos
citoplasmaticos provenientes de celulas infectadas con
poliovirus, presentaban de un 70 a un 80% de inhibicidn de la
transcripcion.

Las ‘posibilidades que podrian explicar nuestros
resultados con los EC sobre la transcripcidn son, o bien que
bajo nuestras condiciones de ensayo el inhibidor no estuviese
activo o bien que en nuestros ensayos no se encontrase el
blanco del inhibidor. Con el fin de comparar el efecto del
extracto sobre dos sistemas diferentes, se llevo a cabo 1la
transcripcidn en ndcleos aislados mediante el metodo de
Roeder vy cols. modificado en el laboratorio por Flores Otero

vy cols. (1382) para dectar preferencialmente la transcripcion



dependiente de RNA polimerasa 11. Brevemente las celulas
infectadas durante 3 hrs. fueron rotas mediante varios golpes
con homogenizador Dounce (Ver Materiales y Métodos) v los
ndcleos fueron obtenidos por una doble purificacidn a través
de un colchon de glicerol al 30% en un amortiguador pH 7.9.
Esta preparacitn de ntcleos +Fue ensayada "in vitro" bajo
condiciones experimentales que favorecen la transcripcion
por la RNA polimerasa I1.
La actividad de sintesis de RNA medida en cpm por la
incorporacitn de [3JH UMFP a la cadena creciente se muestra en
la figura 13 . A los 15 minutos de reaccion el 71.73% de la
incorporacion es dependiente de 1la actividad de 1la RNA
polimerasa 11, este dato basado en la inhibicidn producida
por lug/ml de —amanitina; en nuestro sistema. A los 30
minutos la incorporacion dependiente de la RNA polimerasa 11
es de 68.18% (Ver Tabla IV).

Con estos datos comprobamos Qque el sistema estaba
funcionando bien en nuestras manos y que podia ser utilizado
para determinar el efecto de los EC sobre la sintesis de RNA

dependiente de la polimerasa II.

82



FIGURA 13.TRANSCRICION IN VITRO EN
NUCLEOS PURIFICADOS. La transcripcion in
vitro fue determinada en ntcleos
purificados (4x10{6l1/ ensayo), mediante
la incorporacion de [3]JH UMP durante 15 y
30 minutos tal vy como sSe menciona en
Materiales y Métodos.

En presencia de lug/ml de —amanitina

Sin —amanitina.
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TABLA TV

TRANSCRIPCIGN "IN VITRO" OEPENDIENTE DE RNA POLIMERASA [I EN NUCLEOS PURIFICADOS

TIEMPO DE REACCION TRANSCRIPCION DEPENDIENTE DE
RNA POLIMERASA I1.'

157 71.73%
30° 68.18%

1. Medida come porcentaje de las cpm obtenidas en ausencia de -amanitina.

La tabla resume los datas descritos en la Figura 13.



11.EFECTO DE LOS EXTRACTOS CITOPLASMATICOS SOBRE LA

TRANSCRIPCION "In Vitro", EN NUCLEDS PURIFICADOS.

Dados 1l1os antecedentes en 1la literatura (Bossart vy
cols.1984), 1os ndcleos fueron preincubados con los EC
durante 15 minutos antes de iniciar la reaccién al agregar
el [31H UTP marcado, misma que se llevd a cabo durante 30
minutos. La incorporacién del31IH UMP al RNA sintetizado se
determind como cpm incorporadas a material Acido-insoluble
(Ver Materiales y Metodos). El1 resultado de este experimento
se muestra en la figura 14.

Como puede observarse, la transcripcion en los ndcleos se
vid incrementada en un 172% al preincubar éstos con los ECc
(100ug) (Ver Tabla V). Esto se puede deber a que con el ECc
se le este proporcionando al sistema enddgeno de
transcripciodn, elementos limitantes en el ndcleo. E1 sistema
puede ser saturado como lo demuestra el hecho de que a
medida que se aumenta la cantidad de extracto(200ug){Ver
Tabla V y figura 15) diswminuye 1la estimulacién en la
transcripcion. |

Por otro 1lado, 1la preincubacion con el extracto
citoplasmatico proveniente de celulas infectadas a dos
concentraciones diferentes(50 y 100 ug), apenas alcanza
niveles de 15% de incorporacion de [31H UMP, obteniendose una
inhibicidon cuﬁpleta al suplementar el sistema con 200ug de

proteina en @l ECi (Ver Tabla V).
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Con este resultado comprobamos que el ECi presenta 1la
actividad inhibitoria de la transcripciédn, corroborando los
datos en la literatura (Bossart y cols 1984; Baladin vy
Franklin 13962).

Es importante hacer mencion que en este sistema pudimos
detectar dos tipos de efectos. El primero de ellios
estimulador presente en el ECc vy el otro supresor detectado
en el ECi. Estos resultados parecen corroborar la diferencia
del ECi mostrada en los ensayos de transcripcion dirigida por
@l promotor tardio de adenovirus. La deficiencia del ECi en
el efecto estimulador aunado a un efecto supresor sobre 1la
RNA polimerasa 11, podria explicar la diferencia tan drastica

entre el efecto del ECc (172%) versus el ECi (15%).
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FIGURA 14. PREINCUBACION DE LOS NUCLEOS
CON LOS EXTRACTOS CITOPLASMATICOS.E1
efecto de los EC sobre la transcripcion
enddgena de ndclecos aislados (4X10L&1)
fue determinado después de preincubar los
ndcleos con 1os extractos durante 15
minutos (Ver Materiales y Metodos).
Niucleos control

Nacleos y ECc 10Qug

Nacleos y ECc 200ug

Ndcleos y ECi 50 y 100ug

Nacleos y ECI 200ug.
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TABLA V

EFECTO DE LA PREINCUBACION DE LOS NUCLEQOS CON LOS EXTRACTOS CITOPLASMATICOS

EXTRACTO ADICONADO AL 3 % DE INCORPORACION 1

SISTEMA DE NUCLEOS ugPROTEINA {“H-UMP INCORPORADD A RNAm)
- - 100

CITOPLASMA CONTROL 100 172

CITOPLASMA CONTROL 200 124

CITOPLASMA [NFECTADO 50 17

CITOPLASMA [NFECTADO 100 i

CITOPLASMA INFECTADO 200 0

1. Medida cam2 porcentaje de [as cpm 2btenidas en el ensays de nGcless sin adicifn de
extracts.

La tabla resume l2s datos descritoes en la Figura 14,



DISCUSION

La sintesis de RNAm de ceélulas de mamifero, sufre un
abatimiento tras 1la infeccion con cualquier tipo de
picornavirus (Baltimore y Franklin 1962).

Dicho efecto no parece estar basado en la alteracidn de
la velocidad de degradacién del RNAm (Colby y cols. 1374), ni
en una modificacion del templado (Aprilleti 1378B). Sin
embargo, con respecto a alteraciones sufridas por 1la ENA
polimerasa II tras la infeccion con polio, estudios recientes
en nuestro laboratorioc (Rangel y cols enviado para su
publicacidn) han demostrado que la subespécie Ilo se modifica
con una cinética idéntica a la de 1a inhibicidn de 1a
transcripcidn.

Se ha sugerido que el efecto se da & nivel de
iniciacién,(Crawford v cols. 1981; Flores-Otero y cols. 1982:;
Bossart y cols. 1384).

Para tratar de entender 1los mecanismos molecul ares
involucrados en la supresidn de la transcripcidn, decidimos
abordar el problema utilizando como herramienta un sistema de
transcripcidn "in vitro" capaz de iniciar especificamente.

Este sistema, consiste de un fragmento de DNA gque
contiene el promotor tardio de Adenovirus—-2 y de un extracto
celular total (ECT) f(Manley vy cols. 1380) que contiene
factores de iniciacidn v a la RNA polimerasa II.

Crawford, en 1381 encontrd, que un extracto total

proveniente de células infectadas (ECTi), no era capaz de

83



promover la transcripcion especifica en un sistema de
transcripcion "in vitro", evidencia que fue corroborado en
este trabajo (Figura 8). Al suplementar dicho ensayo con un
extracto $-100,(extracto rico en factores de transcripcidén)
proveniente de ceélulas control, Crawford encontrd gue 1la
transcripcién especifica se restablecia.

Estos resultados implican que el ECTi es deficiente en
algunos de los factores requeridos para la transcripcion.

La ausencia de factores de iniciacion se puede deber a
varias causas: que no se sinteticen, que sean degradados o
que eésten siendo modificados durante la infeccion.

Ha sido reportado que extractos citoplasmaticos
provenientes de células infectadas son capaces de inhibir la
transcripcion de ndcleos aislados de células control (Baladin
y Frankiin 1964; Bossart y cols. 1382). Asi mismo han sido
localizados, durante la infecciétn con polio, peéeptidos de
posible origen viral (o inducidos durante infeccion) tanto en
el nacleo como en el citoplama (Fernandez-Tomas 1982; Bienz vy
cols. 1982; Bossart y cols 1984).

Por lo que, en este trabajo, decidimos utilizar los
extractos citoplasmaticos provenientes de células infectadas,
para asi determinar, si es posible caracterizar el efecto
inhibitorio de los mismos, en nuestro sistema de
transcripcion.

Como hn cuktrol interno, decidimos utilizar al citoplasma

proveniente de ceélulas tratadas bajo infeccion fingida



(control J(ECc). Nuestros resultados indican que este extracto
interfiere seriamente con los elementos transcripcionales del
extracto celular total(ECT) (Figura 10): consideramos que
esta interferencia, se da en forma inespecifica, ya que tanto
la transcripcion a partir del promotor tardio de Adeno, como
la que no se sintetiza a partir de eéste, se ve abatida
mientras mayor es la concentracién de extracto agregado.

Este resultado implica que 21 sistema de transcripcion
"in vitro" reportado por Manley y cols. (13B0), se encuentra
limitado para poder llevar a cabo estudios sobre el efecto de
los extractos citoplasmaticos, va que a partir de cierta
concentracién de 1los mismos el sistema es abatido por
interferencia proteica.

El extracto citoplasmatico proveniente de celulas
infectadas (ECi), interfiere también en forma inespecifica
con la transcripcion del ECT (Figura 10),aunque a mayores
concentraciones del mismo, dicha interferencia es menor que
la erncontrada con el ECc (Tabla II).

Lo dnico concreto que se podria concluir sobre estos
datos es que existen diferencias entre ambos extractos.

Asi mismo, mientras que el ECc es capaz de sintetizar por
51 mismo el transcrito de S&80 bases, en el ensayo con el ECi
no se sintetiza el transcrito especifico (Figura 3). Lo gque
aparte de corroborar que existen diferencias entre ambos
extractos, sugiere que el ECiIi es deficiente en algdn

factor(es) involucrado en la transcripcitn especifica, que
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sustenta lo reportado por Crwford en 1981.

Si existiese un inhibidor en el ECi, el blanco podria ser
o el templado o elementos transcripcionales presentes en el
ECT.

Con el fin de investigar esto ditimo y tomando en cuenta
el antecedente de Baossart(1982), el cual requirié preincubar
2]l ECi .con ndcleos para encontrar inhibicidn €n la
transcripcitn de los mismos, decidimos preincubar nuestros
extractos.cnn el templado v en experimentas paralelos en el
laboratorio se preincubardn los extractos citoplasmaticos con
el ECT.

No fue posible encontrar inhibicidn alguna ni en la
preincubacién con el templado ni con el ECT.

Tanto al preincubar o1 templado con el ECc caomo can el
ECi, la transcripcidn total se incremesnta (Figura 11} (con
total nos referimos a la transcripcidn a partir del promotor
tardlo de Adenovirus ¥y a la que no se sintetiza a partir de
este). Posiblemente el tiempo de preincubacidn, permite a
elementos transcripcionales presentes en los EC, formar
complejos estables con el DNA.

En la preircubacidn con el ECT, se encuantra, tanto con
el ECc, ceme con el ECi una disminucién en 1la transcripcidn
total (Yelazguez,F. Comunicacién personal), en este caso el
eiacto es similar a los ensayos sin preicubacién en los
cuales se abate la transcripcién total por una probable

interferencia protéica.
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Nos hemos referido a la transcripcién total y no a 1la
especifica, dado que en ningdn caso se observa un efecto
diferencial sobre el transcrito de 560 bases, por ésto y por
no encontrar diferencias en el patrén global de transcripcidn
entre ambos extractos, concluimos que, en este tipo de
ensayos, no es posible detectar una actividad inhibitoria en
el ECi.

Algunas de las posibles causas para no haber encontrado
la actividad inhibitoria son: que bajo las condiciones en las
que se realizardn los ensayos, €l inhibidor no se encuentre
activo o que entre los elementos involucrados en nuestros
ensayos no se encuentre el blanco del inhibidor.

Ya que el sistema hasta aqui utilizado presenta
limitaciones propias para el estudio del efecto de los
extractos citoplasmaticos sobre la transcripcion, y vya que
bajo las condiciones establecidas na fue posible detectar una
actividad inhibitoria en el ECi, decidimos wutilizar un
sistema de transcripcidn de ndcleos aislados de celulas no
infectadas, como el que wutilizd Bossart y cols (13984),
persiguiendo 21 mismo objetivo, est es, tratar He entender
los mecanismos moleculares involucrados en 1a inhibicion de
la transcripcion.

Segqun lo reportadoc en la literatura (Bossart y cols.
1982), es nesesario preincubar 1os ndcleos con el ECi para
encontrar inhibicidn en la transcripcion de 105 mismos.

Nuestros resultados en los ensayos de preincubacion de
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los nidclieos con el ECc ¥y con @1 ECi muestran dos efectos
diferentes: El1 ECc tiene un efecto estimulatorio sobre 1la
transcripcion enddgena de los ndcleos (Figqura 14), 1o que
sugiere que el ECc, 1le esta proporcionando al sistema
factores transcripcionales. El efecto parece ser saturable |,
ya que, cuando la concentracion protéica aumenta, la
estimulacidon es menos drastica. GQue no se mantenga un nivel
de estimulacidn, sino que disminuya la transcripcion, puede
1mplicar-una interferencia proteéica a parte de la saturacién.

Por otro lado, el ECi inhibe claramente la transcripcion
de ntcleos aislados (Figura 14), incrementandose esta a
mayores concentraciones de proteina en el extracto y a mayor
tiempo de preincubacion, ésto es, la inhibicidn presenta una
cinética aditiva.

La pregqunta que surge es: Cuales son las diferencias
entre ambos sistemas que permiten ©o no la actividad
inhibitoria?

Existen varias respuestas, entre otras:1. que el
inhibidor no se encuentre en forma activa en los ECi durante
los ensayos de transcripcion "in vitro" dirigidos por el
promotor tardio de Adeno-2 ;2. que la estructura cromatinica
sea necesaria para que el inhibidor se encuentre activo, dado
que el blanco de la inhibicidn puede requerir formar parte de
dicha estructura; y 3. gque dentro de los eléementos
involucrados én los ensayos de transcripcion "in vitro®

dirigidos por el promotor tardio de Adeno—2, no se encuentre
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el blanco de la inhibicién.

Considerando que, la subespecies de la RNA polimerasa 11
que se ha detectado unida a cromatina activa en transcripcion
(Garcia~Carranca y c¢ols. 1984) es 1la I10; que en el
laboratorio (Rangel. enviado a su publicacién), la misma, se
ha encontrado modificada durante la infeccién con polio, con

una cinética ideéntica a la que presenta la inhibicidon de 1a

transcripcion: Y que, utilizando la tecnica de
inmunotransferencia (Velazquez y Rangel, comunicacion
personal) se encontro que que el ECT contiene

fundamentalmente, la subespécie Ila y en menor proporcidn a
IIb, pero no a I10. Sugerimos que la actividad inhibitoria
presente en los extractos citoplasmaticos, provenientes de
celulas in+ect§das, tiene como blanco de accidon (ya sea en
forma directa o indirecta) a la ENA polimerasa 110 dado que,
en tanto que 1los extractos citoplasmaticos de celulas
infectadas inhiben 1la transcripcion en ndcleos integros,
donde se detecta la subespecie 1I0 (mayoritaria) (Rangel vy
cols. enviado para su publicacidn), no tienen el mismo efecto
sobre el ECT, donde la subespécie mayoritaria son 1la RNA

pelimerasa IIa y b.
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