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Actualmente, se conocen 3 clases de RNA polimerasas en-
células eucariontes.
Estas clases enzimdticas difieren entre si en sus reque

rimientos ionicos, localizaci6n y funci6n transcripcional. La

RNA polimerasa I se encuentra en el nucleolo, sintetiza los -
RNA ribosomales y es insensible a la z-amanitina, la RNA poii
merasa I11, se encuentra en el nucleoplasma, sintetiza los --
tRNA vy 5 5 ribosomales y es sensible a altas désis de z—amani
tina la RNA polimerasa II sc¢ localiza en el nuclcoplasma, - -
transcribe los hnRNA y es sensible a buajas daosis de z~amuniti
na.

Se han reportado distintasespecies enzimdticas dentro -
de cada clase y estas especies varian dnicamente en ¢l P.M.--
de la subunidad mas grande. Con respecto a la RNA polimerasa-

11, se conoce la cxistencia de tres especies diferentes cono-

- cidas como. 110, 1IA y 1IB, estas especies difieren dnicamente

‘en el P.M. de la subunidad mayor de cada especic conocidgs co
mo Tlo. (240 Kd), Ila (214 Xd) y ITb (180 Kd); se sabe que la-
\espec1e 110 reprc enta menos del 10% con respecto a las otras
dosiespec1es en las purxflcarloncs convenc10na1c dc la enzi
"ma CE1 re:to de 1ab subunldadcs muestra el-mismo patrén elec-
trﬁforétlco para las tres espec1cs.

lamblén se sabe de 1a eXlSthLJR de dos cst1d0€ func1o-

unida es depandxentc'del DNA celular., 




El objetivo del presente trabajo fue determinar la com--
posicibén peptida tanto de la enzima libre como la de la pobla-
ci6n asocjiada a la cromatina, después de separar estas dos po-
blaciones tanto en células CV-1 como en hepatocitos de rata.
Se enconfr& que la poblaci@n libre esta compuesta principalmen
te por la especie ITBmientras que la poblacidén unida es rica-
en la especie 1I0. Asimismo, se encontré que esta Gltima espe-
cie es altamente resistente al tratamiento con sarkosyl, un de
tergente que desprende vodas las proteinas asociadas al DNA pe
ro respeta a la RNA polimerasa activa en transcripcifn. Estos-
“resultados sugieren que la especle I10 esta involucrada en los
procéSos de reconocimiento e iniciacibn especifica de la trans
‘cripcién, mientras que la especie IIB pudiera ser una forma --
.degfadgda de la enzima después de la transcripcién. Al mismo -
7tiémpo, estos resultados sugieren que, al mencs en extractos. -
‘Fnucleares crudos, la especie II0 es la forma predominante - de -

“1a enzima y que ésta es fdcil de degradarse cuando los nficleos

‘do de’ rutina para solubilizdr la enzima durante su purifica---

‘son’ sometidos a sonicaci6n; este Gltimo tratamiento es un méto. .



INTRODUCCION,

Una de las mayores dificultades que se presentan al abor
dar el estudio del genoma en organismos eucariontes, es su ele
vado nivel de complejidad,

En dichos organismos, el materlal genético esta formando
complejos con proteinas; el DNA de células eucariontes se en--
cuentra asociado a una compleja estructura nucleoproteica for-
mando la cromatina celular (1).

Las proteinas asociadas con el DNA en la cromatina se di
viden principalmente en dos grupos: Histonas y proteinas no---
histénicas.

COMPOSICION EN HISTONAS.

Las -histenas son un grupo de proteinas de bajo peso mole
,cnlar y altamente bfsicas, se¢ conocen principalmente cinco cla
Vyses de ellas (2), de las cuales, cuatro [H2a, H2b, H3 y H4) --
: forman un octamero con dos moléculas de cada una de ellas. Es-
'ite octimero ccmpapta secciones de aproximadamente 200 pares de
:~base$'ﬁe DHA helicoidal de doble cadena para formar masas. esfé
"ficéS‘diferqnciadas de 106»325 A de diémepro {nucleosomas)
:(0,3) El gn&li:is con nucleasa micrococal revela que estas«suh_}v

'1dadeJ5 estén formadas por una partlcula central o ''core!' --

outlenc el cctamero de hxstondx y una cantidad constante-

46‘di1 organxsmo y te)xdo en’ estudlo (4) (f1q.13.).




factores que contrelen la expansién y contraccibn cromosSmica -
durante el ciclo mit6tico, como también de la cromatina interfd
sica durante la diferenciacién celular,

El primer nivel de organizacibn de la cromatina es final-
mente la cadena nucleosomal (una fibra de aproximadamente 100 -
A de grosor) que compacta el DNA aproximadamente 6 veces. El se
gundo nivel de organizacifén es una fibra de aproximadamente 250
A de didmetro, que es generado vor el enrrollamiento helicoidal
de la cadena nucleosfmica, con aproximadamente 6 nucleosomas --
por vuelta originando una estructura en forma de "solenoide" --
(5). Esta fibra compacta el DNA aproximadamente 40 veces y nece
sita la participaci6én de la histona H1, Esta fibra de 250 A se-
enrolla a su vez formando los cromfmeros y 6stos al empacarse -
aun‘mds, forman el cromosoma metaffdsico, ¢l cual, tiene un gra-

~do de>c0mpactacidn de aproximadamente 7 000-10 000 veces (6) --

‘:  fig. 1b.

El arreglo bfisico de la cromatina persiste durante todo -
S el ciclo celular; la cromatina mit6tica, altamente condensada,-

‘iene el mismo. contenido en histonas que las fibras interfﬁsi--

“fcas.»51endo éstas mucho mis extendldas. La condensacibn de los- ’
cromosomas puede estar relac1onada, sin embargo, con una mod1f1 -

16n c1c11ca de las hlstonas, las cuales pueden ser, fosforl

ANt dad'de prvteinQS no hxst6n1case  -‘jr¢”




FIGURA T~ NIVELES DE ORGANIZACION DEL DNA EUCARIONTE,

! e)

by

El DNA esta acomplejado con histonas adquiriendo una es-

tructura caracteristica en forma de "cuentas de collar”.

Esta estructura es caracteristica en nficleos interfdsi--
cos y el DNA tienc un grado de compactacibn de 6 veces.

- Cromosoma metafisico conun grado de compactacién de 7 .-

210 mil veces.-







Los estudios por clectroforésis en geles bi-dimensiona--
les han reportado aproximadumente 450 proteinas cromosomales--
brgo-histdnicas (NHCP) diferentes en cBlulas Hela (9).

“Existen ecvidencias que indican quc entre las proteinas--
NHC se incluyen enzimas del metabolismo cromosomal, activado--
res especificos dg-la'expresiGn génica y proteinas estructura-
les invOlucradés en la alteracibn u organizacidén de la fibra -
DNA-histona.

h k Asi, las proteinas no histénicas pueden ser necesarias -
para el empaquetamiento del DNA en las fibras de 250 A de¢ did-
‘metyo y para mantener la estructura en los cromosomas metaffsi
cos (6,97).

En la cromatina, ademfs de las histonas y proteinas no -
“histénicas, se encuentran algunas enzimas dq caracter fdcido, -~
’;tomo las DNA 'y RNA polimerasas, k
| La expresién de la informacibn contenida en el cromosoma
7:;¢s~pfcbdblemente regulada, al menes en parte, por cambios_locg

e lesjen la estructura del cromosoma, Estas alteraciones estruc—

turales, pueden dcf1n1r la natulalcza de ‘aquéllas secuencias o

transcr1p '6n (flg.rz)j Durante 1a dlferenc1a-'- ;
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tonas (17, 18), por la induccién de hormonas tales como las es
teroides entre las que se incluyen los estrégenos, progestero-
na, aldosterona, etc., y finalmente por la activacién de lag--
RNA polimerasas (19, 20, 21). En up menor grado, la expresién-
genética estd controlada a nivel de la traduccién y del proce-
samiento post-traduccional de las proteinas; los primeros can-
didatos para el control post-transcripcional son las protefinas
que interactfan con el RNA en el nicleo, formando particulas -
ribonucleoproteicas (RNP), dado que, el procesamiento del RNA,
su transporte alycitoplasma y unién a ribosomas se¢ lleva a ca-
Bo con el RNA acomplejado con proteinas; el RNA (excepto para-
los tRNA) nunca se encuentra desnudo en la célula. Se crec que
las mismas proteinas que forman las particulas ribonucleoprote
icas estdn involucradas en los eventos de procesamiento y/fo --

transporte, (22).

_ESTRUCTURA DE LA CROMATINA ACTIVA.

‘E1 estudio de la estructura moletular‘de la‘cromatina ac

'tlva ha s1do abordado pr1nc1pa1mente por métodos bloquimlcos Yy
de m1croscopia electrénlca.r

n los genes rxbosomales actlvos de X. Laev1s, R p;p;ens};

Dros phlla, 1a cromatlna parece haber perdldo ia apar1enc1a~

de "cuentas de collar” (nucleosomas) ¥ estar sin compactac16n: o

La Sen51b111dad - 1a -

dlgerlda por DNasa I.
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presenta secuencias de genes que estdn siendo exnresados. Esto-
iltimo sugiere que la cromatina activa exhibe una estructura --
repetitiva organizada, probablemente en nucleosomas, Ademds, se
ha visto que ciertas repgiones (el extremo 570 repién nromotora)
de varios genes actives son muv sensibles a las nucleasas como-
la DNasa I, II y a la nucleasa micrococal, Mediante los estu---
dios de diggstién con nucleasa se ha determinado, indirectamen-
te, que en la cromatina activa las histonas narecen estar pre--
sentes aunque irregularmente cépaciadas (4 6 5 por micrémetro,-
comparada con 28 cuentas por micrdmetro en la cromatina inacti-
va). Esto concuerda con datos bioquimicos que sugerian ausencia
de histonas en las regiones activas de la cromatina (23).
Sin embargo, el minicromosoma de¢ SV40 active cn transcrip
VciGn con una cadena naciente de RNA presenta una compactacién -
similar a‘la cromatina viral inactiva (estructura nucléosémica},

con aproximadamente 15 nucleesomas por micrémetro (24) fig.3.
RNA POLIMERASAS .

En los ﬁltlmos aflos ha habido un . gran avance al conogerse-

la exzstencxa de’ varlas formas de RNA polxmerasa—DNA dependlent»:

n‘células eucarlontes, 1las cua]es dlfleren en su estructura lg

ca. 1zac16n y funCiGn (11)

Las,primeras GV1denc;as que sugeriun fuertemente la eX1S‘-,f:,V




FIGURA 3.- MINICROMOSOMA DE SV40 TRANSCRIPCIONALMENTE ACTIVO.

Microscopia electrénica del complejo transcripcionél de
SV@O; el cual consiste de DNA asociado a histonas, RNA polime-

rasa-Il 'y la cadena  naciente de mRNA.




" FIG. 3 Minicromosoma
da SV40




el ion metdlico divalente y la concentracién de sal empleada. -

A baja sal y en presencia de Mg2+, se sintetiza un RNA rico en-
GC y como lo demuestra posteriormente Maul y Hamilton., 1967 --
(26}, utilizando técnicas autorradiogrdficas, se encuentra prin
cipalmente cn el nucleolo. Utilizando alta concentracién de sal
y Mp2+, el RNA sintetizado es mas parccide en composicidn al --
DNA no ribosomal (Widnell y Tata, 1966) y sec encuentra en el nu
cleoplasma, (Maul y Hlamilton, 1967),

El hallazgo de Stirpe y Fiume,, 1967 (27), que la z-amati
na, inhibia especificamente la actividad de los ndcleos de higa
do de ratbn en alta fuerza ionica, sugerfia nuevamente la exis--
tencia de distintos tipoc de RNA polimerasa en los nﬁéleos.

En 1969, Roeder vy Rutter (28), lograron 1a purificacidén -
parcial y separacibn de tres tipos de RNA polimerasa en embrio-
nes de erizo de mar y de dos tipos en nficleos de hipado de rata.
La_séparncién de las enzimas se¢ realizf nor cromatografia en --
'DEAE-scphadex.,Estos autores denominaron a las distintas activi
‘Vaades como ‘I, IT yIIl dependiendo del brden de eluqiﬁn pbr un -

gradiente de concentracién de sulfato de amonio en dicha colum-

: I [
asados en su sen51b111d1d de las enzxma; a la “-amaniti%




Actualmente se conocen tres tinos distintos de RNA poli-
merasa en organismos eucariontes que difieren en su estructura
molecular ¥ funcién transcripcional. La RNA polimerasa 1 se lo
caliza en el nucleolo, sintetiza los RXNA ribosomales, es esti-
mulada por Mgz*, exhibe una actividad 6ptima a baja concentra

cidén de sal y no es inhibida por 2-amanitina. La RNA polimera-
sa II1 se localiza cn el nucleoplasma, es responsable de la sin
tesis del RNA rtibosomal 5% vy BNAs de transferencia v es sensi-
ble a altas dosis de 2-amnnitina. La RNA polimerasa 1[ locali-
zada en el nucleoplasma transcribe los mensajevos y hnRNA, es-
estimulada por an+ a alta fuerca deonica v es muy sensible a -
bajas concentraciones de 2-amanitinn.

Cada clase de¢ enzima estd compuesta de varias espccies -
que probablemente difieren en una sola subunidad. »

.La estructura de la RNA polimeras [l es compleja. Se ha-

podido purificar a partir de distintos tejidos tanto en anima-
‘:les como en vegetales, encontrandose un alto grado de conserva
€ibn évélufiva de ia enzima, El patrén electroforético en ge--

‘les de nollacrllam1da SDS rcve11 entre 9 v 14 subunldadcs(lewlc

g yxBurgcss,[198Z) (30), con un peso molecular alrededor de - -

‘Actualmente se conoce 1a ew1stenc1a de tres especxes de-_

“RNA polimerasa I conoc1das como 110, IIA, v 11B (f1v 4) Es--
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hace pensar que pudieran ser producto de un solo gen y que la -
heterogeneidad s¢ deba ya seca al procesamiento diferencial del-
transcrito primario o al procesamiento del polipéptido ITo.

También se sabe que la cspecic I10 representa un pe
quefio porcentaje (menor al 10%) del total de la enzima purifica
da. Las subunidades de menor peso, muestran ¢l mismo patrdn - -
electroforético para las tres especies (31).

Christmann y Dahmus, 1981 (32), han reportado ia produc-
cién de anticuerpos monoclonales especificos, contra la especie
I1A de la RNA polimerasa II de timo de ternera. Estos anticuer-
pos reconocen a la subunidad mayor de la especie (1I1a-214 Kd) y
también reconocen al péptido Ilec (240 Kd) de la especie 1310.

Recientemente, "2ahmus y Kedinger (33), han mostrado gue-

“los anticuerpos especificos contra las espccies 170 y IIA, inhi-

~ben completamente la transcripcifn especifica del promotor tar- ;

diode adenovirus-z y ‘de los promotores de ovoalbumina.y conal-

bumlna en’ sistemas invitro; sin embargo, estos antlcuerpos no -

'

1nh1ben la transcrlp on de DNA dcsnudo de timo de ternera, reg.

llzada por 1a espec1e 1IB. ’
A51m1smo, ‘se ha rcpoxtado (34 35),. el alslamlento de {ac,,
tores protelnlcos que estlmulan la act1v1dad de 1a RNA pollmera

a II en 51stemas 1n v1tro comu los menc1onados anterlormcnte.u-

973 (36),; a descr1to la ex1stenc1a de varlosf 

1COS'lOvallzﬂd0a en e1 nucleo que estlmulan 1a acv

,RNA pollmerasa en celulas de tumor ascxtlco de §3
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ra 'y de células asciticas de Novikoff, de¢ las cuales, 1a cina-
sa 1, compuesta por un solo péptido de aproximadamente 37,000-
de P.M., fosforila especificamente a la RNA polimerasa I7 in -
vitro, en ﬁresencia de (&-SZP)ATP. La autorradiografia del gel
de poliacrilamida-SDS muestra fosforilacifn de los péptidos de
240 Kd, 214 y 20.S Kd. Al parecer, la fosforilacidn ocurre en-
los residuos de fosfoserina y fosfotreconina de dichos péntidos
(37}, Esta fosforilacidn sc¢ acompafia de una estimulacién on la

actividad de la enzima (38), Sin embargo, aun no se ha estable

cido el papel fisioldgico de la fosforilacidn de la enzima en-

su propiedad transcripcional .

A pesar de los notables avances en la comprensidén de la-

RNA polimerasa solubilizada a partir de diversos tejidos, adn-
se desconoce el papel fisiol6gico de cada una de las especies-
“’reportadas ‘asi como el mecanismo de repulacién que pudiera te-
ﬁef la»dctividad transcripcional de esta enzima en sistemas in

=}v1vo..

La gran conmlejldad del genoma eucariftico dificulta en-

;grah parte el a151am1ento‘v cstudlo de la cromatina transcr1n~w

‘onalmente actlva en’ su. estndo native y de la RNA nollmexasa~

soc da a dlChOS qencs.“

Para ello se ha 1ecurr1do a 51stemds mas sxmples que per

ELv

s de simio 40 (SV40) ofrece un sistema modelo de--




estudic de genes cucariftes va que es un virus relativamente -
simple y tiene que usar toda la maguinaria biesintética del --
hospedero. Tienc forma icosahedrica, esta formado por DNA .y --
proteinas y puede inducir tumores en algunos animales, bajo --
ciertas condiciomes. Estos virus pertenen a la familia de los-

papovavirus (39) .
DESCRIPCION GENERAL DEL VIRUS SV40,

Las particulas virales consisten Gnicamente de DNA y pro
teinas. E1 DNA es circular, de doble cadena y se encuentra en-
forma helicoidal. Cada virion contiene unz molecula de DNA con
un peso melecular aproximado de 3.0x\06 daltones v 3243 pares-

Vde nucleotidos, que representan avroximadamente el 12% de la -
masa total del virion; estd asociado con las histonas 13 H2a,-

HZb' y H4 que tema del hospedero para formar la cromatina viral,

dandole una estructura caracteristica en forma de minicromoso-

. .maj; . una capside icosahedrica consistiendo de 72 CapSOMeros en-
vuelve la cromatina viral, Esta capside esta formada por las -

y VP3 (30,000 d), de-

i proteihas VP (45,000 4), VP2 (42,000 d)

’ldS cuales VP1 representa el 66% de la masa total del virion-

 :y constltuye el 75“ de’las proteinas vxrales totalcs. VPZ y VPS

son componentcs mlnorltarlos de 1a capside y )unto Lon las cua,
ro hxstonas menC1onadns anterlormentu, forman el 25 rcstantc

‘de 1as proteinas v1ra1es. Loq v1r10nes tzenen un: dlémetro apru

xxmado de 45 nm y un coef1c1cnte desed1mentnc16n de 240 S: son

esxstantes al calor y son re51stentes & solventes 11uid1-‘,

Cos,: probablemen*e por la auschJa de 1ip1dos en 9u estructura
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Los virienes infecciosos tienen una densidad aproximada de----
1.34 g/ml en solucién de cloruro de cesio, mientras que las --
capsides vacias tienen una densidad de V.29 g/ml baio las miz-
mas condiciones.

El genoma de SV40 codifica para 5 oroteinas solamente- -
(fig.5), VP1, es codificado por el mRNA 16 S en la fasc tardia

de la infeccién y los mRNAs tempranos que codifican para dos -

proteinas: Los antigenos T "grande™ {T) y t "pequeiie” {t) con-
un peso molecular aproximado de 96,000 v 26,000 daltones res--
pectivamente,

Los virus son propagades usualmente on cultives prima---
rios de c&lulas de rifion de mono, Cada célula infectads produ-

. 5 . . s
cc aproximadamente 107 particulas virales, lo que indica que -

107 células infectadas en una caja Pygg DProducen aproximadamen
te 1012 particulas que contienen aproximadamente Spg de DNA v-
40 pg de protefnas., Como se menciond anteriormente, SV4D es de
1péndiente de la maquinaria celular para su replicacidn y siﬁtg
sis de macromoléculas (40} y en infeccién litica, la expresién‘
"‘,de'lbﬁvgenes viraies ocurre en . dos fases:
’ia) FASE TLMPRANA 1)'Adsorcién de] virus, nenetraciﬁn trans--
::porte al ‘nicleo, desuapsxdac15n, 2) Sintn51s del mRNA temnrq*—~k

©3). Acumulacxén del antlgenc l 1ntr1nucleur, 4) Incremento

¢idn de 1a sinte51s del DN

del hospedero.

'ARBIA, o) Repllcac16n del DNA v1ral 7)'Siﬁtesis»de SR
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lar,

Durante Ia infecu ¢l penoma de SVAR se encuenyra - o-

- -7 -en forma de cromating civeular v certiene anvoximada- -
mente 20 nucleosowmas (formados a partir de lay nistonas celula
res) que le dan un grado de compactacidn de 7 veces ¥ ouna es--
tructura caracteristica en forma &e minicromosoma {247 estas-

particulas pueden ser separadas del resto de la cromatina ce--

lular ya gue no necesitan inteerarse al genoma del hosnedero

para llevar a cabo los eventos de renlicacidn y trans
(431,

En la linea celular (V-1 de riadn de monce verde africane,
SV40 causa infeccidn 1itica, produciends avroximadamente SXSGS
‘minicromosomas por cfiula, de los cunies, solo una pequeia ---
fraccidn (0,5-1 %) se encuentva en forms de complejo transcrip
ciaonal (42); este porcentaije yepresenta de 2,000 a 5,000 geno-
mas activos por célula, cifra que equivale a un nfmere mucho--
maybr que el nimero dé;gcnes especificamente nctivos en célu--
"ﬂlasbaltamente.especiallzadas. El DNA de estos comnlejos esta
vdompéétado y presenta una &structurn nucleosdmica (243, estos-
cumplegos utilizan la RNA no]lmcrasa IT del hospedero para su-

~transcr1pL15n (43},

nghthand y Bayshaw., 1974 (44) han renortado un 1ncre-  “

mento de 1a act1v1dad de la RNA nollnerdsa II en cultlvos de -

ulds*CV-1 infectadas con SV4D',este 1ncremento ocurre: ale--



20

@ad de lu oenzima para alargar mas ranidamente lus cadenas-

dg ﬁhﬁ.

Por otra payte, s¢ ha demesteade (45) que ot deteryente-
anionico sarkesyl (CH3-~(CHZ)7-CON-(CH3)-CHZ-COONA Y incrementa-
la actividad de 1o RNA nolimerusa en cdlulas mit6ticas de va--
ton. Hl efecto estimulatorio ocuree sobre la RMA polimerasa -
sensible a 1a ‘.amanitina que corvesmonde a la forma I1 o B.Es
te- incremento se debe a por Jo menos dos {actores: un incremen
to en Ja actividad inicial de la RNY pelimerasa 11 y una proion
gacién de la reaccidn total deo in enzime. Actualwmentu se sabe-
‘que el sarkosyl cousa el desprendimiento de casi todas las nro
teinas asociadas al DNA celular pero no desprende a la RNA po-
Timerasa que ya ha iniciade 1s transcripcifn (1673,

Valiendose de éstas propiedades, Gariplio v Mousset., --
1975 (43}, aislaron el complejo transcripeional de SV40 en, la~
fase tardia de 1a infeccibn en cflulas CY-1 de rindn de mono.-

,:Se encontrd que al complc;o DNA thUvRNA poelimerasa tlene una-

alta actividad tranqcrlpc1onu1 endfgena cun es 1ltamente sensi

= 2
~ble a 1a ~amanitina, un inhibidor esnec1f1co de la RNA polime
,rasa Il

Posterlormente, Carlgllo, Py Cols.,1979 (24), sed;men~‘

vtaron en gradlentes de sacwrosa' el comnle;o transcr1nc1onal -

a1 AL imd snio: tlempo enob erv6 que existc una gran Lant1dad

3 misma qnzxm' quevno esta 1soc1ada ,comnleJOS cn trans-
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cripcidn. A €sta pobiacifn se le concce come RNA polimevasza Ti-
libre y sedimenta en la regién 16-i6 § del mradients wonciona- -
do anteriormente,

Asi que, el sistema de SV40 ofrece la oportunidad de es--
tudiar en forma directa algunos mecanismos involucrados en el--
proceso de regulacién de la transcripcifn,

Al mismo tiempo, Yu,F.L., 1974 (47), revorté la presencia
de dos estados funcionales de RNA polimerasa en fracciones nu- -
cleares ¥y nucleolares de higade de vata. Se encontvd aue la - -
Z—amanitina inhibia fuertemente la actividad transcrincional en
la fraccibn nucleoplasmica, Este autor denowind a los dos esta-
dos de la enzima como "unida y libre™ respectivamente, La acti-
vidad de la enzima unida al tempiado endGpeno es inhibida con -
actinomicina D, mientras que en el mismo ensavo se nuede medir-
la actividad de la enzima 1ibre usando un templado exdgeno como
poly (dC) o poly (dA-dT). Estos templdados sintéticos son efecti
Vos on dirigir la sintesis de RNA en presencla de actinomicinal,

En 1975, Yu, F,L.(48), reﬁbrtﬁ un método de separacifn di

recta’'de estas dos noblaciones de RNA polimerasa a partir.de ni

u“7c1¢os de:higado,de rata, ‘86 estim6 que aproximadamente el 50% -

ldc la act1v1dad total: de la ‘RNA polxnerasa nuclear corrcsnondc-

ala: en21mﬂ 11bre (actlva con templados exogenos) ;. en base a en
,5ayos7de transcr1ncx6n usando temolqdos exdgenos s€. observé -

qu est« act1v1dad se pierde fécilmente cuando - 1os nﬁclcos a1s-f

oseen estas observac1ones este autor pronuso -un método en\el
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cifn de sacaresy hipertdnlca y posteriormente lu enzima libre -
pucde ser extralda antes de que los niicleos sean sujetos a $o-
nicaci6n.

OBJETIVO DEL TRABAJO,

E1 objetivo del presente trabajo fue estudiar la éstruc-
tura de la RNA polimerasa Il eucariotica en genes activos {o -
potencialmente activos) y compararla con la estructura de¢ la -
RNA polimerasa 1Y "iibre".

El tamafie, la gran complejidad de la cromatinua, usi como
la transcripcidn selectiva de genes especificos v el rvearreglo
de genes durante Jla diferenciacién celular en eucariontes, hi-
cen dificil 1la separacidn y el estudio de genes activos en =--
transcripcién en su estado nativo. Para simplificar el vroble-
ma, nos hemos valido de sistemas mas simples aue reunen carac-
teristicas similares a las de la cromatina euénrloticu ¥ éstas
1céracteristicas las presentan los virus. En este txabn10 , NOs-
enfocamos principalmente a tratar de conocer la composicifn —_—
,péptidica tanto. de. la RNA polimerasa.IT asociada a comblejos -
.qétins en transcripcifn viral comovla de 1a enzima-libre en -
:;céluiés CV=1. AL mismo txempo, aprovechando la metodoloéia des

*crita por }u, F (1975), caracterlzamOS 1a comp051C16n de la ~5‘
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Para alcanzar estos objetivos, fue necesario cubrir al-
gunos objetivos intermedios como son:
1) Sedimentacién de los minicromosomas de SV40 en gradientes-
de sacarosa después de su extraccibn en etapas tardias de la-
infecci6n.
2} Caracterizar electroforéticamente la composicibn peptidica
de la RNA polimerasa II asociada a complejos activos en trans
cripciébn,
3) Mapéo triptico de las subunidades asociadas al complejo de
transcripcidén viral,
4) Separncién y caracterizacifén electroforética de la RNA po-
limerasa II.librc de células CvV-1,
5) Purificar parcialmente la enzima libre utulizando métodos-

cromatogréficos de exclusibn molecular y afinidad.

'6) SeparatiGn y caracterizacién de la RNA polimernsa 11 1libre

y unxdad de. higado de rata,

77) Pur1f1cac16n parcial de la RNA nollmcr351 II libre de higa
‘ido de ratw como. se deseribe en el punto 5.

8) Transferenc1a de los péptldOS (nrev11mente senarados por -

lectrofor651s en geles de acrllam1da -SDS) a filtros de nltro

elulosa y reacc16n con antlcuernos especiflcos contra 1a en-

Hdzdy est,s comple;os protexna Ab se usﬁ un segundo ant1cuer a

Perde los nntxcuerpos. S




24

MATERIAL,

MATERIAL RADIOACTIVO.

Orthophoéphate 32p (amersham Internmational PLC)

3H-Thymidina {Amersham international PLC, NEN)
125-1 (NEN)

MATERIAL QUTMICO.

Triton X-100 (Sigma) Nitrato de plata (Merck)
Sarkosyl NL-97 (CibaGeigy) DTT (Calbiochem)

Acrilamida (BDH) PMSE (Sigma)
Bis-acrilamida (BHD) SDS  (BDH)
TEMED (Bio-Rad) Protcfna A (Pharmacia Fine

" Ppersulfato de amonio (Merck) Chemicals)

. PPO(New England Nuclear)  HRP (Bio-Rad)

PoPOP (Packard) " 'Sacarosa ultrdﬁurn (BRL) »»'

T"MATERIAL}BIOLOGICO.

Ratas machos, raza WJstar

néa celular CV 1 dc r1n6n dc monog: verde afrlcanc

VSVdO cepa 777

11merasa 11 pUllflCada de tlmo dc tcrnera(donada generosa--"n

,;a‘acop}ado‘a Derox1d1qa d1r1g1dos contra I



™~
e

de conejo {Bio-Rad) .

Tripsina

(L-1Tosilamido-2-feniletil-clorometil- -cetona)--WorthingTon.
RESTINAS.

Sephadex G-10- (Pharmacia fine chemicals)
Sephadex ¢-200 (Pharmacia fina chemicals)

Heparina-~-Agarosa [BRL)
COLORANTES .

Aaul de Commasic (para prepakar rCJLthO de Brauroxd)~-5igna
‘Azul de bromofenol (Sigma) :

Azul dextran {pharmacia Fine Chemicals).’

L MLDIOS CELULARES,

.Medw_,l‘agle mod1f1cado por Dulbecco- (GIBCO)

ard'fetal de ternera» (Blo Ccl)
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OLVENTES

.

Los solventes de grado analitico y reactivos se obtuvieron de-

Merck, Sigma, Packard y Baker,
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METODOS .

1) OBTENCION DEL VIRUS SV40,

Se sembraron 50 cajas petri Pypg con 3x108 cel./caja 24
horas antes, se incubaron a 37C en presencia de COZ' Posterior
mente se retird el medio y se lavd con PBS., Se infectd con el-
virus a una M.0,I. de 0.01 PFU/cel en 0.5 ml de medio Dulbecco
sin suero. Se permiti6 la adhesidn del virus por 90 minutos a-
37C moviendo 1las cajas cada 20 minutos para uniformar la infec
cibn, posteriormente se le afadié 10 ml/caja de medio Dulbecco
conteniendo 2% de suero fetal de bovine y las cajas se incuba-
Ton a 37°C/CQZ por aproximadamente 10 dias (el efecto citopdti
c¢o se observa entre 7 y 10 dias. A los 10 dias post-infeccidn-
- se. rasparon las cé&lulas con un gendarme de hule, se pasaron a-
un tubo de centrifuga (frascos de 250 ml esteriles) y se cen--
'trifugaron a 8,000 rpm/30 min a 4°C en una centrifuga Sorvall-
rotor S534. En el sobrenadante esta la payor parte del virus y
" 31 Virus QUe quedé en el paguete celular se resuspende en PBS-

se son1c6 3 veces por per10dos de 5 segundos a 50 watts a --

eparar agregados a 2 000 g loimznutos a 4°C En cl sobre o
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METODOS.

1) OBTENCION DEL VIRUS Sv40,

Se sembraron 50 cajas petri Pqygq con 3x106 cel./caja 24
horas antes, se incubaron a 37C en presencia de co,. Posterior
‘mente se retird el medio y se lavd con PBS, Se infecté con el-
virus a una M.0.I. de 0.01 PFU/cel en 0.5 ml de medio Dulbecco
sin suero. Se permitidé la adhesifn del virus por 90 minutos a-
37C moviendo las cajas cada 20 minutos para uniformar la infec
cibn. posteriormente se le afadid 10 ml/caja de medio Dulbecco
conteniendo 2% de suero fetal de bovino y las cajas se incuba-
TOon a 37°C/CQ2 por aproximadamente 10 dias (el efecto citopfiti
co se observa entre 7 y 10 dias. A los 10 dias post-infeccidén-
‘se rasparon las cé&lulas con un gendarme de hule, se pasaron a-

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

trifugaron a 8,000 rpm/30 min a 4°C en una centr{fuga Sorvall-

vroﬁprlSSSA; En el sobrenadante esta la wmayor parte del virus y
'v e1tvirus que queda en- el paquete celular se resuspcnde en PBS-
jﬂée’sonicé.S‘Veceskpor periodos de 5 seguﬁdos a 50 watts a --
4&~ £1 $oni§ado‘$e Céntrifugé a 8,000 rpn/30 min a 4°C'y el 59
brenadante se, chLlé con .l prlmero El sobrenaddnte total se-

entri{ugé en ina centrifuga Beckman rotor Sw28/37 ml tubo/ R

plima’y. se-junto toda la suspcns;én de vxrus ,Se centr1fug6 pa-‘7

000 rpm/S.horas a 4 C El virus queda en el paqucte y se Te L
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nadante se obtiene todo el virus que se guarda en alicuotas de
1 mla -20°C. Posteriormente sc hace titulacién por el método-

de PFU.

II) OBTENCION DEL COMPLEJO TRANSCRIPCIONAL DE SV40 POR EL METO

DO DE TRITON-NaCl.

Células CV-1 de rifion de mono verde africano(3x196 cel/
placa, tres dias antes de la infeccién} fueron crecidas en mo-
nocapa en cajas petri P,g, con medio Eagle modificado por Dul-
becco y suplementado con 10% de suero fetal de ternera. Las --
placas (7x106 cel/caja} fueron infectadas con el virus SV40 a-
una multiplicidad de 10 P.F.U./cel en 0.5 ml de medio sin sue-

1o, Las células bajo infeccifn fingida (células de referencia)

fueron tratadas bajo las mismas condiciones excepto que no fue
“ron infectadas y en su lugar se le agregd a cada caja, 0.5 ml-
“de medio sin suero. El. stock de virus SV40 {1lfnca 777) fue pu-

rificado parcialmente seglin la metodologia descrita anterior--

o mente Se perm1t16 la adsorcibn del virus durante 90 minutos-
a 37 C moV1endo cada 20 minutos 1as cajas para nelmltlr uha. me
'or adhe516n del vxrus “Después de 1a infeccién, las celulas—-,

* n 1ncubadas ¢en 10 ml del medio menc1onado antcrlormente-

‘a post 1nfecc16n cl DNA;fpevmgrcado con, 3H T1m1d1na (10 20—f 

140 mM

ZS mM TTIS HC1 pH 7 9

ffe AA contenlendo

'7f§o con 2% de suero fetal de termera. A las 20- 22 ho-

aldependlendo'del'eXpeTimento) 'A‘las 40-42 horas, nost~'J"f3ff
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A a cada caja y las células fueron raspadas con un gendarme de
hule y juntadas en un tubo falcon (50 ml). Las siguientes ope-
raciones fueron realizadas a 4°C, Las células fueron empaéti-—
lladas 5 minutos a 1,500xg en una centrifuga clinica y resus--
‘pendidas por pipeteo suave en 0.25 ml/caja de Buffer hipoténi
co B conteniendo: 25 mM Tris-HCT1 pH 7.9, 2 wM EDTA 1 mM DTT, -
0.2 mM PMSF y la suspensién fue llevada a un tubo corex de 15
ml conteniendo del fondo al tope: 4 ml de sacarosa 0.8 M en -
buffer C (20 mM Tris-HC1 pH 7.5, 150mM NaCl, 0.2 mM EDTA, 1 -
mM DTT, 0.2 mM PMSE), 2 ml de sacarosa 0.5 M en buffer C con-
teniendo 0.25 % triton X-100 y 2 ml de sacarosa 0.3 M en bu--
ffer C. Se puso cuidadosamente el equivalente a 5-6 cajas --

(1.5 ml). Los niiclecs se purificaron por centrifugacién a - -

8,500 rpm por 45 minutos en una centrifuga Sorvall rotor 8934,

los nicleos fueron resuspendidos en 0.25 ml/caja de buffer D-
éontcniendo 0.25% triton X-100, 10 mM Tris-HCI pH 7.9, 1 mM -
DT ,- 0.2 mM PMSF Se ajust& a una concentracidn final de 0.4-
M- de NaCt 'y 1a solucién se incubé por 30 mlnutos a 4°C y cen-
‘?—tr;£u5ado a,lZ,OOO Tpm por 1Q—m1nutos a 4°C en.una centrifuga )
V Sérthl Totor 8534. El écbrenadante, cohteniendo la cromatina

Viréi'(TO-ZO'pg DNA SVAO/piaca) fué separado cuidadosamente‘-

de’la past1lla de cromatlna celular y 1a muest1a de cromthna

colectaro

"cc1ones de aprox1madamente 600 pl y se. toma-; o
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ron alicuotas de 20 ul de cada fraccibn para determinar la----
actividad especifica del complejo marcado con 3H-'l'imidina. Las
alfcuotas se pusieron en filtros Whattman 3 MM y se lavaron 5-
veces en TCA al 5% y 2 veces con etanol comercial por periodos
de 5 minutos a 4°C. Los filtros se secaron y se contaron duran
te 1 minuto en 5 wl de la mezcla de liquido de centellea (PPO -
1.25% POPOP 0.04% disuelto en tolueno) en un espectrofotémetro

de centelleo Packard modelo C2425 para tritio-carbono, bajo --

condiciones automidticas.

I1I) ELECTROFORESLS DE PROTEINAS EN GELES DE ACRILAMIDA-SDS EN
GRADIENTE (5-17.5%).

Para la preparacién de los geles, se sigui6 la metodologia
’ ‘descrlta por Laemmll, U., 1970 (49). ’

Los geles se prepararon mediante un gradlente contlnuo en -
 :e1 rango del 5 al 17.5% de acrilamida con el propdsito de obte-
‘iner una: mayor resoluc16n, tanto-de las proteings de alto P.M. -
mo ‘las de ba10 P.M.

‘Preparac16n de las solucxonus stock (acrxlam1da 30% --BIS--

‘crxlamlda 0 8“)

Para un volﬁmen flnal dc 500 ml se usaron: 150 g'ﬁe acriléﬁ'

! g da NNN' BlS Metllen acrxlam1da, 150 ml de glxcerol aI
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prepararon de la siguiente manera: 187.5 mi de Tris-HC1 2 M pli-
6.8, 5.2 ml de SDS al 25% y 40.8 ml de agua bidestilada.

-Buffer del gel separador.-200 ml de una solucibn 5x  se-
prepararon de la siguiente manera: 187.5 ml de Tris 2 M pH 8.8,
4 mi de SDS al 25% y 8.5 ml de agua bidestilada.

-La solucién de persulfato de amonio al 10% (P/V) se prepa
ra al momento.

-Buffer de muestra 6x.- El buffer de muestra se prepara mo
mentos antes de ser utilizado y contiene lo siguiente: 215 pl -
de Tris 2 M pH 6.8, 500 pl de SDS al 25%, 310 ul de B-mercapto-
etanol y 100 ul de azul de bromofenol al 0.2%.

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

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

40 ml de- 8DS al 25%,agua bidestilada hasta un litro.

PREPAKACION DE GELES DE POLIACRILAMIDA-SDS EN PLACA.

'Las soluciones de trabajo (5 vy 17.51 de acrilamida) se,f-

~preparan separadamente agrcgando una concentrac16n f1na1 del»--'

‘buffer separador de 0 375°M Tris pH 8 8, 0,1% SDS 5% gllcerol

'4se'ag'tan suavemente y posterlormente se le agrega TEMED 2 una—'

"ce utlllzando un formador de gradlente Pard?f‘

concentrac16n flnal dn 0, 04% -y pcrsulfato de amonlo a una con-~ fif"

centracion f1nal de 0 OZo'para acelcrar la pollmer1zaL16n del»-53 e




bidestilada, el residuo de agua se seca con papel Whattman 3 MM.
la polimerizacidn del gel se logra después de 30 minutos.

El gel concentrador (10 ml) se prepara a una concentracidn
final de acrilamida al 5%--Bis acrilamida 0.13%, 0.125 M Tris pH
6.8, 0.1% SDS (presente en el buffer concentrador ), TEMED a una -
concentraci6én final de 0.04% y persulfato de amonio a una concen
tracién final de 0.5%, la polimerizacién del gel sc¢ alcanza en -
20 minutos.

Para formar los carriles, se coloca en el gel concentrador
un formador de carriles (peine) del tamafio descable, después de-
haberse formadc los pozos para las muestras, se quita el peine -
y los pozos se lavan con agua bidestilada.

Las muestra; se ajustan a un mismo voliimen (no excediendo-
~de un voldmen final de 100 pl) con Buffer A,; que contiene 0.05--

‘M Tris-HC! pH 7.9, 0.1 mM EDTA, 0.2 mM DTT, 25% glicerol y se --

. tratan con el buffer de muestra a una concentracién final-de - -

0.0625 M Tris-HC1 pH 6.8, 25 SDS, 10% glicerol, 5% B-mercaptoeta |

- no1 y. 0. 001% de azul del bromofenol posteriormente las muestras

'se‘llevan a 85 Coen bano mdria por 5 mlnutos

El buffer de~corr1da se usa a una‘concentracidn final de -

0 25,M de Prxs pH C 3, 0‘192 M gliciﬁa, 0. 1%‘sb§ la eiectT0f04{ L

Post rlormente el gel fué 11evado en metano]al 50% para flf':

jar-las proteinas. y pOaterlormente s¢- tlﬁeron con nltrato de plag

“avaronidurante 30 m;nutos en buffer de transferen-




33

cia (ver mas adelante) para la transferencia de las protefnas a-

filtros de nitrocelulosa cuando fué necesario.

IV) TINCION DE PROTEINAS EN GELES DEPOLIACRILAMIDA CON NITRATO DE

PLATA SIGUIENDO LA METODOLOGIA DESCRITA POR WRAY, Y COLS., 1981-
(50).

Debido a que la cantidad de proteina que se usaba en los -
ensayos de electroforésis era muy limitado, la visualizacién de-
los péptidos usando el método convencional de tincién com azul -
de . Coomassie resultaba muy dificil. Para resolver este problema,
desarrollhmos la tincifn con nitrato de plata que es un método -
mucho mas sensible que el de azul de Coomassie y que es capaz de

detectar nanogramos de proteinas.
PROCEDIMIENTO‘BASICO PARA LA TINCION.

‘11) Dlsolver 0.8 e de nitrato de plata en 4 ml de agua bldestllada
>'12) Mezclar 21 ml de hidroxido de sodio al 0 36% y 1.2 ml de h1d10'f

{”x1do de amonlo concentrado

{”3) Agregar 1a soluc16n 1.a yotas a 1a soluc16n 2 con ag1tac1on Vl




hido.al 38% la mezcla se aforz a un voltmen final de 500 ml con-
”4agua bidestilada. Para desarrollar la tincién, se retira el agua
del gel y se le agrega la solucidén de revelado. La aparicidn de-
las bandas ocurre gencralmentc antes de los 10 minutos aunque --
'pueden ser mis. Para detener la reaccion, se retira la soluciéu-
reveladora y el gel se lleva a una solucidn de dcido acético al-
1%.
V) IODACION DE LAS PROTEINAS.

Las proteinas asociadas al complcjo de transcripcién vi--
ral asi como las subunidades de la RNA polimerasa I! de timo de-
ternera fueron separadas por electroforésis en un gradiente 1li--
neal del 5 al ﬁ?.S% de acrilamida-SDS siguiendo el procedimiento

de Laemmli (1970). Después de teiiir el gel con nitrato de plata,

s¢ cortaron los peptidos de interes (180 kd de timo de ternera y

1os peptidos con un P.M. de 240 y 214 kd) asociados. al complejo-

~de transcripci6n viral (CTV} y que creemos corresponden a tos --
© peptidos IIo y ITa de la enzima. Para la extraccién de la prote-

5~iha del‘gel ¥osu iOdaciéﬁ, se siguid el método descrito por‘To~5

jlan y Cols. (1980) y Dahmus (1983) (51- sz)
éfx

'dos de 10 mlnutos Y poster1ormente se maceraron por separado-

Las. bandas se lavarcn dos veces ‘con agua bldestllada por pe~f; 

tuhos cénlcos.

E maéerado be de;ﬁ secar por i hora sobre hldroxido dejro-- f
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mente se le afiade DTT a una concentraci6n final de 5 mM. La sus-
pensién se lleva por 15 minutos a 65°C y posteriormente se deja-
a temperatura ambiente toda la noche.
c) La suspcﬁsién se filtra a. través de fibra de vidrio con el -.
propésito de eliminar la acrilamida y a la solucién conteniendo-
la proteina se le agregaron 0.2 ml mas depuffer de extraccibn. -
Posteriormente se le agregdé 10 pl de jodoacetamida 100 mM y se -
dej6 a temperatura ambiente por 30 minutos.
d) Se afiadieron 5 pl de KI' § mM y 50 aCi de 125-1 por banda.
e) La reaccién de iodacién se inicid transfiriende la mezcla de
proteina/iodo a un tubo de vidrio "Soda-Lime'" cubierto con 20 nl
de iodogen a una concentracifn de 1.8 mg/ml en cloxoformo y seca
do con nitrogeno gaseoso.
'f) ‘Después de 15 minutos a 0€, la reaccidn fue detenida transfi
riendo la mezcla de proteina al tubo original donde se habia.aﬁg

dido previamente 10 pl de B-mercaptoectanol.

' RECUPERACION DE LA PROTEINA MARCADA.

,,(Todos"los pasos se realizaron a 0°C).

71y se dcjd prec1p1tar por 30 mxnutos Posterlormente se centr;fu-

por 15 mlnutos en una- centrifuga cllnxca.

En este paso tamb1én se le agregé 100mg de BSA Loﬁ'

1ér liuproteina.f' 0

' ) Se anad16 1/10 del volumen de muesfrﬂ de- acetato de pot1sio-;'ﬂk



c) La pastilla se resuspendid en 1 ml de TCA al 10% (P/V) y de-
jado a 0"C por 30 minutos. Posteriormente se centrifugé como en
el primer paso. La pastilla se resuspendi6 nuevamente con 1 ml de
acetona y centrifugado nuevamente.

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

dor al vacio. Posteriormente, la proteina se guards a 4°C.
VI) DIGESTION PROTEOLITICA Y MAPEQ PEPTIDICO DE LAS SUBUNIDADES.

a) Cada subunidgd s¢ disolvié en 200 nl de bicarbonato de amo--

nio 0.05 M pH 8.0 y se le afiadia. 1 nl de tripsina (0.5 mg/ml en-

bicarbonato de amonio). ‘

‘.:b) La muestra se incubd a 37°C por 3 horas y despuds se le agre
g8 nuevamente 1 nl de tripsina y la incubacifn se dejd por 3 ho--
ras mﬁs}

¢) - Al final de la digestién, lu muestra sc congela y se lleva a

"ff_'liofilizar El liofilizado se disolvig en 25 p1 de agua, se cen-

'?trlfugé suavemente con el plopéslto de:que todo el liquido quede- 
}en el fondo del tibo y se volvi6 a 11ofll1zar r1 11oflllzado se

i olv16 en’ a ul de una mezcla de 1 Butanol/ac;do 8C5t1CQ/dgu1f‘

p1r1d1na en una relacxén 15 3:12: 10.
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caron y fueron expuestos sobre un film para rayos-X Kodak-X-Omat

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

VII) PREPARACION DE LA PROTEINA A-IZS-I,
(Para la preparacién de la proteina A-125I sc sigui6 la metodolo
gia proporcionada por el Dr. M.E.Dahmus, Universidad de Califor-
hia, Davis, comunicacién personal),

Se prepard un tubo "Soda-Lime™ 13x100 mm (Beckton § Dickin--
son) con iodogen (Pierce), 1-2 mg disuelto en cloroformo (1.8 mg/

ml). De la solucidén anterior sec tomaron 20 pl y se pusieron en -

el tube (Soda-Lime) secandolo inmediatamente con nitrSgeno gaseo

so tratando de distribuir uniformemente el ilodogen en ¢l fondo -
del tubo. Por otro lado, en un tubo de vidrio se mezclaron (a --

~4°C) en el siguiente orden: Buffer TEA, 1 mCi 125 [, 5 pl de pro

I
7ﬁ¢;na A (5 mg/ml). El voldmen final es de 300 pl, el voldmen de-
4buffér TEA -depende dal volGmen de 125y cquivalente a 1’mCi. La -
mezcla énterior se tranfiri6é al tubo soda-lime y se incubd duran
. te 15 minutos a 4°C agitando suavemente la mezcla 2 6 3 veces. -
'.%P§§Fériormente, 1a mezcla se regresd al tubo original contenien-: -

“'do’5 pl de- B-mercaptoetanol pira detener la reaccién, se mezclé-

lﬁmen de lecho) equlllbrado con buffer TEA, La mezcla se dcjé pa

sar. por gravedad y se colectaron 10 fracc1ones de 20 gotas, esto.

e hlZO con. el fln de separar ‘1a protc1n1 A- 1odad1 del 1251 IERE

s

’ Se tomaron 2 pl de cada frac' on y se: llcvaron A contar en-

un’ c0ntador gama baJo cond1c1ones automﬁtlcas. La proteina A -

‘ﬁm&émenfé‘y'sé 11év6 a una coldmna de qephadex G-10 (lb'ml de.vo



iodada eluyo generalmente en la fraccibn 5 y fué la que se usd -

para los ensayos de inmunotransferencia.
VIIT) SEPARACION DE LA RNA POLIMERASA LIBRE DE LA ASOCTADA.

Para la obtencidn de la RNA nolimerasa 11 libre de célu--
las CV-1. Las cElulas fueron crecidas en wmonocapa en cajas Pygg-
a una densidad aproximada de GxIOG células/placs en 10 nl de me-
dio Eagle modificado por Dulbecco supiementado con 105 de suero-
fetal de ternera. Posteriormente se les retird el medio y la mo-
nocapa se lavd Z veces con 2 mi de buffer A conteniendo: 25 mM -
Tris-HCT pH 7.9, 140 mM NaCt, 5 mM KC1 y 1 wd NalliPO4, enseguida

se le agregé 1 ml de buffer A a cada caja v las células fueron -

raspadas con un gendarme y colectadas ¢n un tubo falcon de 50 ml.
Las céiulas sc empastillaron por centrifugacién a 1,500xg. en una
‘centrifuga clinica y resuspendidas en buffer B (0.25 ml/caja) -~
conteniendo: 25 mM Tris-HC1 pH 7,9, 2 mM EDTA, T mM DIT y 0.2 mM:
"f?MSF y,la‘suspcnsién'cclular fué 1levado a un tubo corex.de 15 -
"hi;cohteniendordel fondo al tope: 4 ml de sacarosa 0.8 M én'bu--:'
: ffer C (LO mp TTlS HC1 pH 7.5, 150 mM NaCt, 0.2 mM EDTA, 1 mM -

1T 0 2 mM PMSF), 2 ml de sacarosa O 5 Men buffer > -contenien-

cantxdad de células equlvalentes a 10 ca;as fue: centr1fugado a O

fdo 0 25% triton X= 100 Y &l de sacaroesa 0 3 M .en buffer ¢ y la-,;,j%




trifuga Sorvall rotor 8§34 a 4°C. El sobrenadante, conteniendo -
la RNA polimerasa I1 libre fue separado cuidadesamente de la pas
tilla y guardado a -20°C para los experimentos posteriores o - -
bién, se pasd inmediatamente por una cromatografia en sephadex -
G-200.

Cuando la separacién de las dos pobluciones enzimiticas -
se realizd a partir de higado de rata, se siguidé la metodologia-
descrita por Yu,F. (1975). Se utilizaron ratas macho, raza Wis--
tar de aproximadamente 250-300 g de peso y los niicleos fucron ob
tenidos por homogenizacidn del higade en 2 volidmenes de sucurosa’

5-M/3.3 mM CaCl,, el homogenizado fue filtrade o través de 4 -
capas . de gasa estéril y la suspensién fué ajustada con § voldme-
nes mds de sacarosa 2.3 M/3.3 mM CaCl,. El homogenizade fug cen-
trifﬁgado a 25,000 rpm durante 45 minutos en una ultracentrifuga
‘Beckman rotor SW28 a 4°C, con elyfin de empastillar los nficleos,

l;Posteriormente 05 nﬁcleos purificados fueron resquendldos cui

ﬂ‘zdadosamente en sacarosa 0.34 M (0.5 ml/g original de th1do) e -

”1ncubados por. 15 minutos a 4°C. El homogenizado fue centrlfugddo
por 10 mlnutov a 3 000 Tpm.en una ccntrifuga Sorvall rotor §34-

(40 C el(sobrenadante, conteniendo la: enz1md llbre fu£ sepurado

culdadosamentp:de la pastllla y 1a pastzlla resultante en este -
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dos con anticuerpos contra la enzima,

Cuando tratamos de caracterizar a la enzima activa c¢n - -
transcripcién en la cromatina de higado de rata, utitizamos el -
detergente sarkosyl aprovechando sus caracteristicas menciona -
das anteriormente. Luego de separar la RNA polimerasa Il libre -
como se describe anteriormente, la pastilla nuclear conteniendo-
la enzima unida lnicamente, se¢ resuspendié en buffer conteniendo
10 mM Tris-HCT pH 7.9, 1| M sacarosz, 5 mM MgCly, 20 mM B-mercapto
etanol (0.5 ml/g eoriginal de tejido) y se tomaron 2 alfcuotas de
1.5 ml cada una para realizar el experimento a 4 y 30°C respecti
vamente con el fin de observar si existia alpuna diferencia bajo
estas dos temperaturas. A cada alicuota se le agregé sarkosyl a-

una concentracifn final de 1% y se dej6 incubando por 10 minutos
a las temperaturas mencionadas. Posteriormente, las alicuotas se
Llievaron a centrifugar a 20,000 rpm por 20 minutos a 4°C en una-
‘ultracentrifuga Beékman rotor SW50.1 con el propésito de empasti
ilar el DNA con la enzima -unida y separarla de la enzima que se-
Nhaya désprendido con el sarkosyl Los sobrenadantes (aproximada-_
::1mente 1. 3 ml) de 4 vy 30°C fueron scparados de’ 1a pdqt111a y 8ésta.
‘se resuspendlé en SOO pl del Buffer mencxonado anter101mcnte A11
fuotag,de 100 ml del- sobrenadante contenlendo 1% sarkosy] Y de ~
: lé de DNA contenxendo 11 enzlma unlda tueron scmctxdasgugﬂ

oforésxs en geleb de acrllamlda SDS y tefi das LOH nltra-i

ueron l_vhdasvcon NaOH_IHM,y neutrallaadas‘con agu ;bldestl
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lada esteril. La resina {Sephadex 6-7200) ¢e hidrats con un exce-
so de buffer de equilibrin conteniende: 16 m¥ Tyis-HCT pi 7.9, -
0.2 mM EDTA, 0.2 M NaCi, 0.2 mM PMSF, 108 (D/V) plicerol vy 1 mM-
DTT. La coldmna se equilibré con ¢l buffer mencionado anterior--
mente y sc¢ le determiné su voldmen vacic usando como marcador- -
azul dextran,

El sobrenadante nuclear, (2-5 ml) conteniendoe 1a RNA o0li
merasa I libre se dejd pasar por gravedad en la colinma v se co
lectaron fracciones de 0.5 nl & 1 wl, dependicndo del volimen de
sobrenadante que se 1lev6é a la coldmna; el contenide de proteina
de cada fraccidén fue determinado usande el método de Bradford,M.
{1976) . Se tomaron alicuotas de las fracciones del pico de prote
fna y se llevaron a electroforésis en geles de acrilamida-$DS pa
ra su tincidén con nitrateo de plataz o bién transferidos a filtros

de nitrocelulosa para su deteccién usando anticuerpos especifi-~

cos contra la enzima.
X)CROMATOGRAFIA EN HEPARINA-AGAROSA.
Para; 1a purlflcac16u de la RNA polimerasa II libre, tantog

de’células w1 cono de hlgado de rata, las fracciones eluldas-en

vclﬁmen vac:o de la comﬁmna de sephadex G 200 fueron Juntadas Y B

'lievadas a’ una colﬁmna de heparzna agarosa de aproxlmadamente S -




y la enzima retenida se cluyd con tres volumenvs de collimna de un
gradiente lincui de 0.2 @ 1.2 M de Ball en bufier TEVGN; se coleg
taron fracciones de 0.5 ml v el contenido de proteina de cada - -
fraccion fue determinado usando ¢l método de Bradford, M. (1976),
la molaridad de cada fraccidén fue determinada por conductividad;-
cuando fue necesario, las fracciones eluidas entre 0.5y 0,0 M -~
se juntaron y se mezclaron con ¢ velimenes del wisme buffer excep
to que no contienc glicerol y se ilevaron a centrifugar a 40,000-
rpm en una ultracentrifuga Beckman rotor 5013 durante 18 horas a-
4°C, con el propésito dc empastillar la enzima. La pastilla se re
suspendid en 200 pl de buffer Ayp conteniendo: 50 mM Tris-HCH pH;
7.9, 0.1 mM EDTA, G.1 md DTT, 0.2 mM PMSF y 25% (P/V) glicerol,--
para ser sometido a electroforésis en geles de acrilamida-SD§, --

transferido a filtro de nitrocelulosa ¢ incubade con anticuerpos-

especificos contra la RNA polimerasa II.

XIJ CUANTIFICACION DE PROTEINA.

Para la cuantificacién de preteina, se siguid el método --

- descrito por Bradford, M. 1976 (S3).

"1)?'Pfepafhci6h del reactivo.- 100 mg de azul de coomassie‘G¥anf
se dlsolv1cran en 50 ml de etanol. al 951, a la sbluéién anterior-

'{se le anaden 100 ml de dCldO fosf5r1co al 85% (P/V), la solucxén—}fhz

resuitante se lleva a‘un volﬁmen fxnal de 1 l1tro La congentrd-~ 

i6x final del reactlvo st 0. i, % (P/V) azGl de cooma551e G ZSO B

etanol y.B 5% (P/V) 5c1do fosférlco respectlvamente, s

se ff1tra a través de un fxltro Whattman 3 MM.




2} Preparacibn de la solucién stock de proteina.- La solucién -
stock de proteina sc preparé usande albumina de suero de bovino-
a una concentracidn de 1 mg/ml en 0.15 M de NaCl,

Para la estandarizacién de la curva patrén, se usaron con
centraciones de proteina del rango de 5 a 60 pg. E1 voldmen fi--
nal se ajust6 a 100 pl con una solucidén de NaCt 0.15 M. A cada -
tubo se le agregaron S ml del reactivo mencionado anteriormente,
la solucidn final se mezcla vigorosamente. Después de dos minu--
tos{tiempo en que se lleva a cabo la reaccién del calorante con-

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

cifn de proteina fue graficada contra la absorbancia correspon--

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

contrada en las muestras a medir, se puede cuantificar la concen

tracién en pg de proteina por ml de muestra.

XTI uTRANSFERENCIA DE PROTEINAS A FILTROS DE NITROCELULOSA.

Para 1a transfercnc1a de proteinas a filtros de nltrocelu

losa,'se s1gu16 la metodologia descr1ta por Towin, et. 979-

(54) Después de: 1a electroforésis, el gel fue preparado para la

’0% (V/V) metanol La camara de transferenbla se. mantuvo en un
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15 ml de buffer WB (0.01 M Tris-HC1 pll 7.4, 0.15 M NaCl, 0.5% -
triton x-100, 0,2% SDS conteniendo 3% de albumina de suero de -
bovino, para bloquear los grupos activos del papel. '
Después del bloqueo, los papeles se incubaron durante 3-
horas con los anticuerpos (150 pl)} contra la RNA polimerasa II-
en el buffer de incubacidén conteniendo 1% de albumina (10ml/gel)
Después de la reacciﬁn,.los filtros se lavaron tres veces por -
periodos de 15 minutos cada lavada usando el buffer de incuba -
cifén mencionado anteriormente excepto que no contiene albumina.
Posteriormente, los filtros se incubaron durante 2 horas, ya --
sea con la proteina A-125¢ (1-2x106 cpm/gel) 6 bién, con un se-
gundo anticuerpo proveniente de chivo contra IgG de concjo y --
que lleva acoplada peroxidasa., La reaccién se realizé en 10 ml-
del buffer de incubacifn conteniendo 1% albumina. Posteriormen-
~te'se‘1avaron los papeles por una hora con cambios cada 15 minu
tos.:Las proteinas inmunorreattivas fueron visualizadas ya sea-
> pofyﬁgtofradiografia a -70°C en un film para rayos-X Kodak X~ -
':xOmét'AR-é?bién se desarrolld el color de la peroxidasd seg(n 1a
?méfédqlbgia déscrité en e1 instrg§tiVo adjdnto al prod@cto (Bio.

“Rad 1984).




RESULTADOS.

CARACTERIZACION DE LA RNA POLIMERASA II UNIDA A COMPLEJOS DE
TRANSCRIPCION VIRAL DE SV40,

En un intento por caracterizar a la RNA polimerasa Il uni-
da a genes activos en transcripceifn utilizamos al virus SV40 como
modelo de estudio dada sus caracterfsticas mencionadas anterior -
mente. Para éste propésito, se siguib la metodologia descrita on-
la figura 6. Después de centrifugar cl sobrenadante celular con -

- teniendo los minicromosomas virales sobre un gradiente lineal de-
sacérosa del iO-dO% a 36,000 rpm durante 4 horas a 4°C en una ul-

tracentrifuga Beckman rotor SW40, se colectaron 20 fracciones de-

aproximadamente 600 nl a partir del fondo del tubo; el patrén de-

sedimentacién de los minicromosomas (fig. 7a) fuec el mismo en to-
dos ‘los experimentos, De las fracciones colectadas en la figura -
7a, .se tomaron alfcuotas de algunas.de las fracciones y se lleva-

- rohfa geles de acrilamida-SDS y tefiidos con nitrato de plata en -

u

1ntento por caractcrlzar a la e:pecxe enzimitica unlda a los

‘,comple)os de transcr1pc16n viral (CTV). Se encontrd prxnc1palmen-

teit un péptido con un_.peso molecular de 214 Kd que. pudlera tratark

'nespec1e IIA (214 Kd) y una pequena cantidad de -un: pepti-

de: 240 kd que corresponderia a la LSpCClC IIO de -
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firman la idea de que los péptidos mencionados (240 y 214 Kd}, -
forman parte de la enzima ya que existen evidencias de que estos
péptidos muestran un patrén triptico semejante entre sI (Dahmus,

M. 1983) (52).
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El cultivo de cé&lulas CV-1, la infeccién con SV40 y la ob
tencién de la cromatina viral a las 40 horas post-infeccién se -
realizd segin lo descrito por Gariglio y Cols. (23). A las 20 ho
ras post-infeccién, se marcd el DNA viral con 3H-timidina (20 -~
nCifcaja). Se sedimentd la cromatina viral en gradientes de saca
rosa del 10-40% en 10 mM Tris-HCt pH 7.0/0,2 mM EDTA/0.4 M NaCl-
durante 4 horas a 36,000 rpm en un rotor SW40., Se colectaron - -
ffacciones de 625 pi por el fondo del tubo y se contaron 20 pl -
de’cada fraccién en papeles Whatman 3 MM, los cuales se lavaron-

3. veces con TCA al 5% y 1 vez con etanol frio.
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CARACTERIZACION DE LA RNA POL 11 EN GENES ACTIVOS
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Se utilizaron 115 pl de las fracciones correspondientes --
del gradiente de sacarosa (panel a), para realizar electroforésis
en gel de poliacrilamida-SDS en gradiente (5-17-5%) segin lo des-
crito por Laemmli (49).

Las fracciones 15 y 17 corresponden al tope del gradiente-
y la fraccién 11 a la mayor concentracién de minicromosomas de- -
SV40. T.T. contiene enzima purificada de timo de ternera utiliza-
da como marcador de tamafio de las subunidades de la RNA polimera-
sa II. Los nfimeros a la derecha indican el peso molecular en mi-

les de daltones

E1 gel se tifi6 con nitrato de plata segln lo descrito por~";'

Wray y cols. (50).
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FIGURA 8.- MAPA DE HUELLA DACTILAR (FINGERPRINT) DE LA SUBUNIDAD

Las subunidades de la enzima y la fraccidn corresnondiente
al pico de DNA viral que se muestra en el gradiente de sacarosa -
de 1la figura anterior se separaron en un gel de poliacrilamida- -
SDS. La banda de 180 Kd de timo, asi como los péptidos de 214 y - .
240 Kd asociados al pico de DNA viral, se extrajeron del gel, se-
marcaron con 125; y la proteina se recuperd como lo describe To---
lan (1980).

: Se realizé la digestidn con tripsina . (TPCK)durante 6 horas
-a 37°C en 50 mM de bicarbonato de amonio pH 8.0. El andlisis bidi

4 cpm de 1la muestra en plaJ;'

mensional se realizdé colocando 2.5X10
cas de celulosa y efectuando primero una electroforésis (pil 4.4)-

'V'durante 2 horas a 200 V y posterxormentc una cromatografla ascen- RS

,dente como 1o descrlbe Dahmus (1983). »
; Las flechas indican 1a direccién de: E (electroforésis; Ce‘*
.‘cromatografla) . : B
- El or1gen s€ encuentra abaJo ala derecha

'La placa se expusc durante 4 dxas a 80 C usando una pauta~'

1nten51f1cadora.
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CARACTERIZACION DE LA RNA POLIMERASA I1 LIBRE Y UNIDA, TANTO EN-
CELULAS CV-1 COMO EN HEPATOCITOS DE RATA.

Por otro lado, basindonos en la metodologia descrita por-
Yu, F. (1975), tratamos de¢ caracterizar a las dos poblaciones cn
zimfticas presentes en la célula (estas dos poblaciones se cono-
cen como libre y unida a la cromatina). Para ésto, empleamos tan
to la linca celular CV-1 como hepatocitos de rata.
Para la separacién y caracterizacién de las poblaciones -
-libre y unida se siguib el protocolo descrito en Métodos y en -
el esquema de la figura ¢ donde se incluye la electroforésis en-
géles de acrilamida-SDS e inmunodeteccidn en filtros de nitroce-
lulosa usando anticuerpos especifices contra la enzima. La enzi-
ma libre fué tambifn caracterizada por cromatografia en sephadex
'G-ZOO y heparina-agarosa.
Cuando asnalizamos la enzima libre de células CV-1 desﬁués
’de ser pasadd a través du la collmna de sephadex G-200 (fig. 10)
5encontramus que-la‘enzima eluye ‘en-el,volGmen vacio de dicha co-
flumna. Alicuotas de cada fraccion eluidas en el.volGmen vacio-

queron corrldas en gelcs de acrllamlda SDS-y-tefiidos con nitrato

1ata (flg 11a), 0 b;én transfurzdos a filtros de nltrocelu—-




con anticuerpos contra la enzima y revelado con proteina A—IZSI,

s¢ encontré que los anticuerpos reconocen preferencialmente a -
los péptidos con P.M. de 240, 214 y 180 Kd, ademis de dos pépti-
dos con pesos moleculares de 90 a 34 Ka respectivamente (fig. --
11b).

Estos resultados demuestran que los péptidos mencionados-
anteriormente son componentes de la RNA polimerasa 11 y, al mis-
mo tiempo, demuestra que la enzima libre est4 compuesta princi--
palmgﬁte por la especie IIB (fig 1la), aunque &ste resultado no-

“se puede observar en la fig. 11b ya que existe una scnsibilidad-
diferehcial parh las subunidades de mayor peso de la enzima de -
fimo de ternera (ver fig. 11lb, carriles C.T.), es decir, los an-

"1tiéu¢rpos_rec6npccn mas fuertemente cl pépfido de 214 Kd que al-

:‘déf180”Kd-y caSi;no reconocen al péptido de 140 Kd, (59).




FIGURA 9.- ESQUEMA PARA LA SEPARACION DE LA RNA POLIMERASA TI- -

LIBRE.

Los nficleos de c¢élulas CV-1 v henatocitos de rata fueron-
obtenidos como se describe en Métodos. Para separar la enzima 1i
bre de la asociada, los nficleos fueron resuspendidos en sacarosa
0.34 M y tratado como lo describe Yu, F. (1275). La enzima 1ibre,
tanto de células CV-1 como de hepatocitos de rata fueron purifi-

cados y caracterizados posteriormente como se muestra arriba o -

como sc describe en MEtodos.
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Los nficleos de células CV-1 fueron obtenidos como lo des-
cribe Gariglio {1979) e incubados en sacarosa 0.34 como se des -
cribe en Métodos y en la leyenda de la figura 9. El sobrenadante
nuclear, conteniendo la RNA polimerasa 1T libre, fué pasado a --
“través de una coldmna de sephadex G-200 como se describe en Méto
dos. Las fracciones 8-14 (ver grifica de la {igura 10) fueron co
rridas en geles de acrilamida-SDS y teiiidas con nitrato de plata
i (figk Tta} o transferidas a filtros de nitrocelulosa para su in-

'mdﬁddeteccién usando proteina A-125; (fig. 11b). Los ndmeros en--

.- cada carril indican el nlmero de fraccién de la gridfica 10 que -

tﬁ{fueron usadas (80 ul).
; » ~C. T ) RNA pollmeaasaII purlf:gada detimo de ternera y u51

da_como marcador de P M\ de las subunddades.
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En un intento por purificar un poco mis a la poblaci6n de
enzima libre de cé€lulas CV-1, las fracciones eluidas en el vold-
men vacio de la coltmna de sephadex G-200 (fig. 10), se juntaron
y se llevaron a una coltmna de heparina-agarosa (ver M&todos). -
Después de lavar la colfimna con buffer TEPGN, conteniendo 0.2 M-
de NaCl, la enzima retenida se cluyd con un gradiente lineal de-
NaCl de 0.2 M a 1.2 M. La fig. 12a muestra ¢l perfil de elucién-
de la enzima, donde ademds se observa que la enzima eluye a una-~
molaridad de 0.5-0.6 M de NaCl., Cuando analizamos alicuotas de -

- las fracciones de mayor interés en geles de acrilamida-SDS tefii-
dos cén nitrato de plata, se encontrd gue gran parte del péptido
de 180 Xd, junto con el péptido de 240 Kd que corresponderia a -
la forma IIO, eluyen a 0.2 M de NaCl; mientras que la poblacibn-

‘de enzima retenida que eluye a 0.6 M, estd compuesta por las for

‘j;maﬁrllA (214‘Kd) y IIB (180 Kd); IIC (140 Kd), es un péptido co-
'{ﬁﬁn,para las tres especies enzipdticas reportadas (110, ITAy --
IR | , »
o Para determ1nar si éstos pépt1dos, retenldos en henarlna

fagarosa, forman parte de la- enzina, las prot01nus fuero1 trans. -

c0mo se descrxbe en- Métodos. 300 pl de las fraccxones .-

DJmM Trls HCI pH 7 9 0 l mM thA 0.1 mM DTT' 0.2~mM;fl

rfef1das a fxltros de nltrocelulosa después de haber sido. concen~Vv""
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PMSE y 25% glicerol y llevada a electroforésis en geles de acri-

lamida-8DS y transferidas a filtros de nitrocelulosa, incubado -
con anticuerpos contra la RNA polimerasa Il v nosteriormente se-
usd un segundo anticuerpo de chivo acenlade a peroxidasa dirigi-
do contra IgG de conejo. El resultado presentado en la figura- -
13 b muestra que el péptido de 214 Kd es reconocido por los anti
cuerpos, 1o que hace pensar que este péptide, retenido nor hepa-
rina-agarosa, forma parte de la enzima; sin embargo, el péptido-
de 180 Kd no se observa y esto podria explicarse en parte por la
poca cantidad que se retiene de este péptido,asi como a la menor
sensibilidad de los anticuerpos por este péptido con respecto al
‘péptido.de 214 Xd.

Cuando analizamos a la poblacidn de enzima que estd unida-
a’ la cromatina, deapués ‘de haber: sido extraida la enzima libre,~
_: la cantidad de nﬁcleos equivalente a 20 cajas de células CV-1
‘fueron resuqundldos en 5 ml de buffer conteniendo: 10 mN Tris--.

"JHC1 pH 7.9, 1 N sacarosa, 5 mM MgCl, y 20 mM p-mercaptoetanol;

_allcuotas dc la suspensx&n anterlor fueron tratadas bajo dlferen'
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gran parte de la especie 110 se pierde (carril 3). Este efecto -
se debe a la sonicacidn de los nficleos ya que otra alicuota de -

nicleos, en presencia de sarkosyl, pero sin sonicar, no muestra-

el mismo efecto {(carril 4).
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FIGURA 12.- CROMATOGRAFTA EN HEPARINA-HAGAROSA' DE LA RNA POLIME

El nico de proteina obtenido en el vollmen vacio de la co-
ldmna de sephadex G-200 (ver fig. 10) fue llevado a una colGmna-
de heparina-agarosa como se describe en métodos. ‘

a) Perfil de elucibén de la proteina.
b) Tincién del gel con nitrato de plata.

Los nlmeros de cada carril renresentan la fraccifn corres-
pondiente eluidas en la collmna (panel a).

Cada carril contiene 100 pl de muestra,

. p) 20 pl-del pico de proteina obtenido de la colGmna de sephadex:

G-200 que fué llevado a la colfmna de heparina-agarosa.
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FIGURA 13.- INVUNDDFTECCION DE_LAS_SUBUNIDADES DE LA RNA

El experimento fuf hecho siguicndo el procedimiento descri

to en la leyenda de la figura 12.

Con el propésito de concentrar el pico de proteina que elu
ye a 0.5-0.6 M NaCl, alicuotas de 300 ul de las fracciones 26-30-
(fanel a), se juntaron y mezclados con 4 vollmenes del mismo bu--
ffer, sin glicerol, y centrifugado durante 18 horas a 40,000 Tpm-
a 4°C en una ultracentrifuga Beckman, rotor 50 Ti. La pastilla -~

fué resuspendida en 200 pl de buffer A,; conteniendo 0.2 md- PMSF.

b) Anélisis de las subunidades enzimiticas por inmunodetec
¢ién’ en filtros de nitrocelulosa.

1 y.i) 100 y SO pl'respectivamente de la pastilla iesuspeh—v 
dida. BRI

C.T. ) RNA pollmerasa pur1f1cada de txmo de te1nera usada -

"tomo marcadar de P.M: dc las subun1dades.>
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FIGURA 14,- COMPOSICION PEPTIDICA DE LA RNA POLIMERASA II UNIDA

Los ndcleos de células €V-1, luego de haber sido extraida
la RNA polimerasz Il libre, fueron resuspendidos como se descri
be . en Métodos. La suspensidn se fracciond pava scr ensayada ba
jo diferentes condiciones y, posteriormente, se tomaron alicuo-
tas de cada fraccidn para ser llevadas a geles de acrilamida- -
SDS, y transferidas a filtros de nitrocelulosa. La enzima fue -
detectada usando anticuerpos y posteriormente, se usO up segﬁn-
do anticuerpo de.chivo acoplado a peroxidasa y dirigido contra-
1gG de conejo.

Cada carril conticne 100 pl de muestra tratadas bajo las-
;ondiciones sefialadas en cada carril. ‘ '

- Lés ndmeros a la derécha indican el P.M. en miles devddlf

i tones.
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Cuando analizamos 1la composicidn peptidica de la RNA polime
rasa II libre, obtenida de nticleos de higado de rata, cncontra--
mos que la enzima estd compuesta principalmente por la especie -
I1IB que tiene un P.M. de 170 Kd en este organismo (fig.15a, ca -
rril S.N.). Después de pasar esta fraccidn por cromatografia en-
sephadex G-200, encontramos gue este néptide eluye en vollmen va
cio de dicha coldmna (ver figura 15). Las fracciones §-14 se¢ - -
juntaron y se tomaron alicuotas para ser corridasen geles de a--
crilamida-SDS y tefiidas con nitrato de plata (fig.i5ﬁ) o bién «-
transferidas a filtros de nitrocelulosa ¢ incubadas con anticuer
pos contra RNA polimerasa I1 para su inmunodeteccién (fig.15b).

Se encontrd que ¢l péptido mayoritario de 170 Kd, observa-
do por tincidn con nitrato de plata (fig. 15a), forma parte de -
la -enzima (fig. 15b). Asimismo, se cncontr6 que cxiste una‘pequg'
fia cantidad de la especie IIA que no es visible por tincidn con-
'nitrdto de plata. El resto de las fracciones que se juntaron----

V{B-14)1fué llevado a una segunda cromatografia en heparina-agaro

A f:sa. Dcspués de lavar la colﬁmna con buffer TEPGN conteniendo 0.2

MM de ch1, ld enzima se eluyé con un gradiente lineal de NaCl de
»70-2'5 1. Z'M el perfil de eluc1on de-la éniima se muestra en la-:
'gr&f;ca de la’ flgura 16, dondc se obserVa‘que un peqﬁeﬁo pico de

oteina eluye d una mOlﬂTlddd de NaC1 entre 0, 5.y 0.6 M. sin --

embargo, al tratar de anallzar 1a Lompos1c16n peptidlca de esta-t:

‘Vac16n prnteica, no fu1mos capaues ‘de obselvarlo dada ‘la. po-gf“'

a: cantidad'de proceina retenzda Por otro lado cuando anallza-
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0.2 M. de NaCl, encontramos que existe una gran cantidad de la -
especie 1IB que eluye a esta molaridad (fig. 16a y b).

El siguiente objetivo fué comparar el patron peptidico de-
las dos poblaciones enzimaticas (libre y unida a la cromatina) -
de higado de rata. La figura 17a y b muestra que la enzima libre
estd compuesta principalmente por la forma IIB (170 Kd), mien- -
tras que la enzima unida es rvica en la especie 110 y también - -

existe una pequefia cantidad de la especie IIA (214 Kd). Este re-

sultado es similar al encontrado en cé&lulas CV-1.
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FIGURA 15,- ANALISIS PEPTIDICO DE LA RNA POLIMERASA I1 LIBRE DE

Los nﬁcleos de higado de rata fucron obtenidos ¢ incubados
en sacarosa 0.34 M como se describe en métodos y en la leyenda -
de la figura 9. Después de la extraccidén, el sobrenadante nucle-
ar (SN) conteniendo la RNA polimerasa II libre, fué pasado- a --
través de una coliimna de sephadex G-200 (ver figura 15). Las - -
fracciones que eluyen en volGmen vacie (Fx 8-14), fueron junta -
das y analizadas. Alicuotas de esta fraccién fueron corridas en-
geles de acrilamida-SDS y tefiidos con nitrato de plata (panel a)
h.bién transferidas a filtros de nitrocelulosa (panel b) ¢ incu—y

“bados con anticuerpos de conecjo contra BNA polimerasa Il purifi-
cada de timo de ternera, seguido por un segundo ahticuerpo con--
tra IgG de conejo conjugado a peroxidasa, y revelado como se des
éribewen métddbs
“Y;SN) 120 pl de sobrenadante nuclear,

.tA v B) 120 y 30 nl respectlvamente de la poblaci6n de protelna -

‘que eluye en volumen vacio de 1la colﬁmna de sephadex G- ZOO.,C‘T )

RNA iollmerasa II purxflcada de t1mo dc ternera y usada como nav ' vy"”

cador de P’M de 1as subunldades.,
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FIGURA 16.- CROMATOGRAFIA EN HEPARINA-AGAROSA DE LA RNA

1.0 mg de proteina que eluye en volidmen vacfo de la colfm-
na de sephadex G-200 (ver grifica de la figura 15), fué llevado-
a una collmna de heparina-agarosa equilibrado previamente en bu-
ffer.TEPGN (10 mM Tris-HuCY pH 7.5, 1 mM EDTA, 0.2 mM PMSF, 253% -
(P/V) gliceral y 0.2 M NaCl). Posteriormente, la coldmna sc¢ lavé
con 15 ml de buffer TEPGN y la enzima fué eluida con un gradien
te lineal de 0.2-1.5 M de NaCl en el mismo buffer,

El perfil de elucién de la proteina se muestra en la grafi
ca. Alicuotas del pico de proteina que cluyen a 0.5-0.6 M {frac-.
Cién 34) y 0,2 M (fracciones 5y 6) fueron corridas en geles de-

jaérilamida-sﬁs y tefiidas éon nitrato de plate (panel a), o bién,
transferidas a fiitros de nitrocelulosa y probadas con anticuer-

'.:poéﬁespécificos contra la enzima (panel b). :
' A) ,120 ul de léffraqciﬁn 5; B) 120 pl de la fraccién 6; C) 120 o
plde 1a fracéi6n 34; CT) RNA polimerasa 11 purificada de timo -

‘de ternera usada como marcador de P.M. de las subunidades,
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SOLUBILIZACION DE LA RNA POLIMERASA ASOCIADA A LA CROMATINA, U -
SANDO EL DETERGENTE SARKOSYL.

En un intento por caracterizar a la esnecie enzimitica ac-
tiva en transcripcidn, la poblacidn de enzima unida a la cromati
na fué resuspendida en 10 mM Tris-HCT1 »ll 7.9, | M sacarosa, 5 mM
MgC]2 y 20 mM B-mercaptoetanol en presencia de 1% de sarkosyl. -
Este detergente aniénico desprende todas las proteinas unidas al
DNA, pero respeta a la RNA polimerasa activa en transcripcién- -
(43). La suspensién fué incubada durante 10 minutos a ¢ y 30°C -
respectivamente. Posteriormente, la suspensién se centrifugd a -
20,000 rpm durante 20 minutos a 4°C en una ultracentrifuga Reck-

“man, rotor SW50.1 con el propésito de caracterizar a la especie»

enz1mdt1ca que se desprCﬁdc con esta concentracién del detergen~

: te La pastxllacromatinlca se resuspendid en el mismo buffer y -

se tomaron alfcuotas de &sta y del sobrenadante de 1% de sarko -
. Syl‘ para ser corridas‘en geles de acrilamida~SDS y tefiidas con-
:;;nltrato de: plata {fig. 18a), o bién transferldas a flltTOS de n1'-
yftrocelulosa para su 1nmunodetecc16n (flg 18b),

Se encontré que una gran cantxdad de la forma IIO (anroxl-

madamAnte el 80%) se desprende de la cromatlna junto con la. tota

lidad de 1d espccxe IIA, quedando solo una pequena cant1dad de -




FIGURA 17.- (COMPOSICION PEPTIDICA DE LA RNA POLIMERASA IT LIBRE

Y UNIDA A LA CROMATINA EN NUCLEQS DE HIGADO DE RATA.

La RNA polimerasa libre y unida a la cromatina de higado -
de rata, fueron separadas siguiendo 1z metodologia descrita por -
Yu, F. (975) (ver figura 9 y Métodos). alficuotas, tanto de ia pas
tilla de cromatina, conteniendo la enzima unida (resusnendiaga co-
mo se describe en métodos), y del sobrenadante ae (.34 M de saca-
rosa {conteninedo la enzima libre}, fucron corridas en geles de -

~acrilamida-SDS y tefirdas con nitrato de plata o bién transferidas
a filtros de nitrocelulosa y analizadas como se describe en méto-
dos.

‘PN) 100 -ul de la pastilla nuclear conteniende la enzima unida.
SN) 100 pl del sobrenadante de 0.34 M de sacarosa conteniendo la-

enzlma 11bre.

*CT) RNA pollmelasa 11 purlflcada de timo de ternera y usada como-_

marcudor de P M de las subunldad
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FIGURA 18.- CARACTERIZACION DE LA RNA POLIMERASA I1 UNIDA A GE-

NES ACTIVOS DE NUCLEOS DE HEPATOCITOS DE RATA USAN-

Después de haber extraido la RNA polimerasa I libre, a -
partir de nficleos purificados, la cantidad de nficleos equivalen-
tes a 10 g de higade se resuspendid en 5 m! de buffer como se --
describe en métodos.

De la suspensién nuclear, centeniendo la RNA polimerasa -
unida, se tomaron dos alicuotas de 1.5 ml y se le agregd sarko--
syl a una concentracién final de 1% incubiindose a 4°C ¥ 30°C du-

crante 10 minutos. Posteriormente, las muestras se centrifugnron—“
a 20,000 rpm durante 20 minutos a 4°C en un rotor SWS0.1, Se to-
ﬁaron‘alicﬁotas, tanto del sobrenadante como de la pastilla para
'kser éorridas en geles de acrilamida-SDS y tefiidas con nitrato de
-':piéya (d), o bién transferidas a {iltros de nitroceiulosa para -
jéeridetectadas'usahdo_anticuerpos contra la enzima (b) (ver Méto
dos).
Pjy100 pl de 1a pdstxlla de cromatina después de ser. trutadqs Sl

on, A% dq sarkosyl

cle “) 100 pl del sobrenadante de 1% de sarkcsyl
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DISCUSION.

En este trabajo se traté de caracterizar a las dos pobla-
ciones de RNA polimerasa Il presentes tanto en células CV-1 como
en nicleos de hepatocitos de rata. Estas dos poblaciones se cono
cen como libre y unida, respectivamente; se sabe que la enzima -
libre es activa para templados exdgenos y que esta poblacién re-
presenta aproximadamente cl 50% de la poblacidn total de la enzi
ma presente cn la célula (48), Nosotros encontramos que: a)esta-
poblacidn es rica en la especie 1IB; b) que en células CV-1, el-
péptido mayor, tiene un peso molecular aproximado de 190 Kd mien
tras que en n@icleos de higado de rata tiene un P.M, de 170 Kd- -
(55). Se han usado diferentes criterios para 1la caracter'zacién-
de 1la poblacién libre como sorn: -La cropatograffa en Scthdet‘ -

: G-200 y heparina-agarosa; esta dltima resina es un anilogo de»~— 
 5ci&os,nu¢1eicos y po¥ lo tanto, las proteinas con afinidad a- -
'1osbicidds.nuc1eicos {DNA. o RNA), se~retienen en esta colﬁmna' -

N siﬁ-émbargo 'se ha v1sto que gran parte de esta poblac16n no 'se~ -

:”;retlene a 0.2 M de NaC1 1nd1cando gue esta espcc1c (ITB) t1ene-*

”poca"f1n1dad por el DNA, 10 cual coxncxde con su estado (llbre)

A1a cé1u1a.

poblac1ones en21m4t1ca presentas en la célula.
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doque no se desprende totalmente de la cromatina cuando ésta es-
tratada con altas concentraciones (1 %) de sarkosyl a diferencia
de la especie IIA que se desprende totalmente mediante este tra-
tamiento. Parece ser que la especiec I10 sc destruye ficilmente -
cuando el tejido es sonicado para fa purificacidn de la enzima -
(fig. 14). Este fenomeno podria explicar, al menos en parte, la-
presencia mayoritaria de dos especies diferentes de la enzima --
(IIA y TIB) en ias purificaciones convencionales. Ademds, la po-
ca afinidad de 1a especie TIB por algunas resinas, podria expli-
car la baja eficiencia de recuperacién de la enzima en las puri-
ficaciones.

Se ha sugerido fuertemente (56, 57, 58}, la existencia de
_protéasaé‘capaccs de producir una protedlisis especifica de la -
‘kespecie 110 como un mecanismo para la existencia de las tres es-
péﬁies encontradas y, que &sta protelisis, ocurre durante la --

~extraccidn y purificacién de la enzima; sin embargo, nuestros re

'1'su1tados sugieren que in.vivo, exisfen al menos d05‘especics si~

1'endo éstas 110 y 1IB: Aunquc IIB pudlera ser producto de-una pro
Jt8611515 parc1al dc la especxe 110, ésta prote61151s €s. especifx:

avy de alguna manera podrla estar relacxonada con los eventos -
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de la transcripcién de promotores virales v celulares cn siste-
mas in vitro. (33).

En basc a nuestros resultados y a los antecedentes mencio
nados, pensamos que la especie IT0 estd implicada en el reconoci
niento de regiones nromotoras de penes esnmecificos que son o,se-
rin transcritos mientras que la cspecie IIB estaria rclacionada-
con ios procesos de elongacidn v/o terminacidn.

Poco se sabe de 1a especie IIA en sistemas in vivo,aunque

“se ha reportadoe que constituye el 45% de las tres especies renor
ta&qs en las purificaciones convencionalesde la enzima. Nosotros
hemos encontrado muy poca cantidad de esta especic cn nuestros -
sistemas de estudio, va sea en la poblacién que se encuentra en-
forma libre como la unida a la cromatina. Sin embargo, no se sabe
si esta-heteroﬁeneidhd en la distribucidn dec esta especie, sca -
real o se deba a un artefacto dela mctodolog]a empleada. También

“ex15te la po¢1b111ddd de que. sea un producto 1nterng$10 en 1“;?‘;

convers16n de la especie IIO a IIBV(51 es que ésto ocurre), tam-
hlén.pudlera servunﬂ forma mis estable de 1a es pecxe 110; 1o queL“

3"51 es claro, cs que guarda una estrecha relacién con las otras -

dosAespeples (IIO y IIB) Yy que antiCuernos‘airiqidos'contfaflas;

'ubunldades mayores de cada csnecxe reconoccn més fuertenente al




guras 7 y 8, parecen indicar que la especie IIA, estd asoclada --

a genes que son o estiin potencialmente activos en transcripcidn. .

Cabe mencionar también que el hecho de que anticuerpos di-

rigidos contra RNA polimerasa Il de timo de ternera, reconozcan -

fuertemente a la enzima de otras especies como son meno (para la-

linea celular CV-1) y rata, apoya fuertemente la hipdtesis de que

~la enzima estd muy conservada cn los organismos eucnrionées (6071,
El uso de anticuerpos espccificos contra la enzima, ofrece

-1a posibilidad de realizar estudios mis dircctos sobre la composi
‘cifn de la enzima en diferentes estadios del desarrollo de espe--.
cies tanto animales como vegetales, ademis de ofrecer una alterna

-tiva como métode de purificacién de la enzima.
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