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ABREVIATURAS

ATP adencesina-5'-trifesfato

CcH carboxinntil

CTP citidina=G'-trifosfato

dATP deoxiadenosina=S'-trifosfato

dCTP deoxicitidina=6'-trifosfato

DEAL dietilaninontil

deTP deoxinuanosina=5'-trifosfato

DIIA acido dgoxirribonucleico

Dlasa droxirribonuclease

EDTA acido etilendianinotetraacdtico

GTP guanosina=5'=trifcsfato

A RNA moensajero

0AE dietil=(2=hidroxi=nropil)aminocti!

RHA dcido rihonucleice

RIA polinerasa ribonucledsido trifosfato: RHA nucleotidil
transferasa, €EC 2.7.7.6

rR{A RMA ribosonal

RNas a ribonucleasa

SDS dodecil sulfato de sodio

TENED tetrametiletilendiamina

tRHA PHA de transferencia

Tris Tris (hidroximetil)amino metano

TTP timidina=5'=trifosfato

uiP uridina-5'-roncfosfato

uTP uridina-5'-trifosfato
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ANTECEDENTES Y OBJETIVOS DEL
PRESENTE TPRABAJO

1.- Control de la sintesis de P'iA en bacterias

La supervivencia de los organismos depende, en gran medida,
de su capacidad de adaptacién a cambios drasticos nutricionales.
Es ecvidente que deben existir fuertes presiones selectivas para
que las célulqs se aprovechen de una abundancia alimenticia y pa
ra que rcduzcan eficientemente, durante periodos de escasez, aque
llas actividades que no son esenciales, El conocimiento de estos
mecanismos requlatorios a nivel molecular ha emergido princi_.lmen
te de estudios realizados en bacterias., Un ejemplo de mecanismo
requlatorio que hace a la economia molecular de las células es el
denominado control ''restricto. Este mecanismo es el que coordina
la sintesis de RHA con la actividad biosintética de protefnas,

Cuando las células de Cscherichia coli son privadas funcionalmente

de un amino acido, ya sea por la ausencia de un amino icido esen-
cial o por la restriccidn de la aminoacilacidn de algiin tRHA, y son
incapaces de sintetizar proteinas, se detiene abruptamente la sin-
tesis de las especies estables de RHA (rRilA y tRHA) (Fangman vy Heid
hart, 1964; Neidhart, 1966). La reduccidon en la acumulacidén de rRNA
es primariamente una consecuencia de la disninucidn en la inicia-
cién de nuevas cadenas de rRNA (Travers, 1976), Este mecanismo de
control depende de un solo locus génico (rel A+). Existen mutan
tes de este gen (rel A-) que son incapaces de inhibir la sintesis
de rRHA duraﬁtc la privacién de amino acidos y se dice que tienen
el control ''relajado'" (Edlin y Broda, 1968). Una comparacidn de

la fisiologia de células normales y mutantes ha llevado a la conclu
sidn de que los mediadores de la respuesta "restricta' son cicrtos
compuestos fosforilados: guanosina tetrafosfato y guanosina penta-

fosfato (pp G pp y ppp G pp). E! componente enzimdtico con capaci



dad de biosintesis de ppGpp y pppGpp, denominado factor de ''res
triccion', es el producto del gen rel A y estd asociado a los ri
bosomas (Cashel y Gallant, 1969; Haseltine y col, 1972; Cashel,
1969; Hascltinc y Block, 1973). Mediante el empleo de mutantes con
dicionsles se ha pcdido cbtener una perspectiva bastante clara de
la secuencia de sucesos que tienen lugar en células con control''res
tricto', cuando se las priva de amonoidcidos. Hoy se sab= que cuando
el alargamicnto dc la cadena polipeptidica queda bloqueado por 1a
falta de un determinado aminoacil=t=RHA cargzdo, el coddn que queda
al descubierto especifica la unidén enzimatica del t-RNA sin cargar
en el sitio aceptor del ribosoma, Este hecho andmalo estimula la
actividad catalitica del factor de restriccidn unido al ribosoma,
que se traduce en la rapida sintesis de pppGpp a partir de ATP y
GTP, El1 pppGpp es hidrolizado posteriormente a ppGpp. Aunque se
desconocen los detalles de como se activa el factor de restriccidn
se sabe que la rcaccion ribosomica errdnea, puede ser invertida

por la unidn enzimatica del aminoacil-t=RNA, volviendo 3 empezar el
alargamiento de la cadena polipeptidica (Cashel, 1975). Las eviden
cias actuales sugieren que el ppGpp alteraria las propiedades de

la RNA polimerasa modificando su afinidad hacia los sitios promoto
res (Travers,1976). De este modo el control transcripcional serfa
tal que 1a RNA polimerasa tendria un rol central en la determina~
cion de la cantidad del transcripto. La dispanibilidad de ciertos
efectores, como el ppGpp, aseguraria que la cantidad de transcrip-

cidn esté altamente acoplada tanto a la traduccién como al estado

retabblico de la ¢élula,

2.~ Control de la sintesis de RNA en células eucariotes

a) Transcripeion en eucariotes, diferencias con procariotes

El estudio de la sintesis de RNA y de 105 mecanismos que 13

controlan en sistemas celulares cucaridticos es mucho mas diffcil



de abordar que en bacterias. Cn principio, las células de eucarﬂg
tes son mas complejas cstructuralmente y hay una extensa comparta
mentalizacidn evidenciada cuando se estudia la distribuzidn de fun
ciones en la célula, AsT, el nilcleco y el nucleolo (aden’s de las
mitocondrias) parccun ovecy sisterss transcripcicnale- Gnicos con
su propia informacin cendtica y su propia manuinaria do transerip-
cion, En tugar de una <olz RIUA nolireraso comd en proca-iotes, el
ndclco eucaridtico pos @ tres ensiras estructural y funcionalmente
distintes (1, 11 y 1) (Chedbon, 1974). La T4 poliverasa 1, que
estd localizada en el nucleolo y ¢5 resnoncable de la s'ntesis del
RNA (Blatti y col, 1970; fceder y Reedzr, 1972). La polimerasa 1,
que se encuentra en el nucleoplasra y sintetiza el RHA heoterogéneo
nuclear (Zylber y Pennian,1971), y ta polimerasa 111, presumibleman
te también nucleopliznica, involucrada en la sintesis de los RHAs
de bajo peso molecular (55 RNA y t=RNA) (Veirmann y Roeder, 1974;
Weil y Blatti, 1976). La funcifn de cada una de estas enzimas se ha
evidenciado nediante la utilizacidn valiosisima de la & -amanitina,

un octapéptido biciclico extraido del hongo Amanita phalloides, Esta

droga a muy bajas dosis (0,1 lig/ml) inhibe selectivanente a la RNA
polimerasa || (Lindell y col, 1970; Kedinger y col, 197C), a dosis
internedias (100-200 Lig/m1) a la polimerasa 11} (Weinmarn y Roeder,
1974; Weil y Blatti, 1975; Weil y Blatti, 1976), mientracs la poli-
merasa | es completamente insensible a esta amatoXina (Lindell y col,
1970; Kedinger y col, 1970). Ademis en células eucariSticas se ha de
mos trade que todas las especies de RHAs, salvo el RHA mitocondrial,
son transcriptos en el nidcleo celular en forma de precursores de ma
yor peso molecular, Estos precursores sufren una serie de transfor-
maciones postranscripcionales para producir las molécules maduras en
t€rminos de funcidn biolGgica y ser transportados finalmente al eito
plasma (Burdon, 1971). B
Varias técnicas utilizadas en el estudio de la transcripcidn

en procariotes est3n severamente restringidas en sistemas eucaridticos.



Asi, es muy diffcil seleccionar y caracterizar rutantes letales con
dicionales, debido tanto a las restringidas condiciones ambientales
requeridas para el crecimiento, como a la ocurrencia usual de las
células cucaridticas en el estado diploide, Los estudios genéticos
estan también muy limitados por la dificultad de aparear tipos ce-
lulares aislades (salvo en eucariotes rmuy simples como levaduras

y en ciertas Ifﬁeas celulares en las que puede ocurrir la fusién).
Los métodos de hibridizacion, que han demostrado una enorme impo_r_
tancia en el delineamiento de la secuencia de la expresidn génica
tanto en bactcrias no infectadas como infectados por fagos, en eu-
cariotes son nwzho m3s dificiles de aplicar, debido a 13 exensa
repeticidn de sccuencias en sus genoras (Darnell y col, 1970; Mc Car
thy, 1967). Dcbido a estas limitaciones el conocimiento actual de
la transcripcion y los mecanismos que la requlan deriva fundamental
mente del emplco de agentes que afectan distintas etapas de la sﬁl
tesis de RIA,

Una ventaja que presentan las células eucaridticas es la po-
sibilidad de aislar una fraccion nuclear que refleja la capacidad
sintetizante de RIlA de la célula de la que proviene. Los nicleos ais
lados constituyen un excelente sistema para el estudio de ia trans-
cripcidén ya que es posible medir la sintesis del RNA sin interferen-
cias de la membrana plasmijtica. Eso evita la variabilidad en la mag-
nitud del ''pool" de nucledtidos precursores gue complica la interpre
tacion de las velocidades de incorporacidn de radioactivos en células
enteras (cunningham y Pardee, 1969; Emerson, 1971) vy adem3s, permite
el acceso al sitio de sintesis de moléculas {activadores o inhibido-
res) que no podrian penetrar en la célula, El sistema nuclear, por
lo tanto, facilita el estudio de los mecanisnos involucrados en la
regulacion de la transcripcidn y puede proporcionar una mayor inFqL
macidn acerca de los componentes de la maquimaria sintética de RNA,

asl como la presencia de factores que controlan el funcionamiento

del complejo DHA-RHA polimerasa.



b) Control "restricto' de la sintesis de MIA pibosomal
cn eucarioles

- L il

De los difercntes sitemas de transcripcion de células eucarid
ticas el Gel  piiiA es quizd el mas conocido (Darnell y col, 1970;
Burdeon, 1271), Hoy sa2 sabe que los genes riboiciales, localizados
en el nutl-olo son transcriptos en una sola raldécula precursora,
dasigncda L S precursor det RHA (85 S pre rRiA) en virtud de su
coracters iicn coaficiente J¢ scditentacién, Esta molfcula precur=
SOFD CcoLicn: ea seciioncia de 18 vy otra de "5 ™A que son las
wolécuics caccitradan en 1as subunidades ritosoaales wenor y mayor
respactive aie (Girard y col, 15456). Coincidentercnie o muy poco
despuls de la sintesis de) U5 S pre rRNA se adicionan qrupos meti=
los 2 las porcienes de la wmoldeula que finalmante se¢ encuentran en
los ribosomas citoplasriticos (Zirs2rman y Holler, 1967) vy también
ocurrc una asociacidn & protefnas para formar las particulas de ri-
bonuclcoproteinas nuclcolares (Varner y Sociro, 1967), Este prccur=
sor asi modificado ¢s clivado en sitios espccificos para dar final-
mente las espccies ribosomales maduras (18Ssy 285 rRUA) que emergen
del nuclello al citoplasma. Si bien actualmente se conocen muy bien
Jos detalles del metabolismo del rRHA,poco se conoce de 10s mecanig_
mos que regulan su sintesis. Esta requlacidn podria ocurrir a dos
niveles. Unoc es directamente a nivel de la transcripcidn del produc
to primario de los genes ribosomales o sea del 45 S pre rRHA, Otro,
a nivel del complejo proceso de maduracidn de dicho precursor.

La velocidad de sintesis del rRNA en organismos superiores
estd altaiwnte coordinada con la velocidad de proliferacidn de las
células. Un aurcnto en la sTntesis del rRNAy proteinas estd asocia
do a numerosas transiciones fisioldgicas inducidas por estimulos
hormonales o de crecimiento (Tata, 1966), También hay evidencias de
que en cucariotes operan mccanismos similares al control "restrictol!
de 1a sfntesis de RNA en bacterias, pero el mecanismo por el cual

se ecjcrce este control cn células animales recién comienza a ser



estudiado. La primera sugerencia al respecto, se debe a los estu
dios de Shields y Korner (1970) quienes encontraron que la ausen-
cia de todos los aminodcidos en el medio de incubacidon de células
Landschutz produce una marcada reduccidn er la sintesis protecica y
en la aparicion, en el citoplasma, de las subunidades ribosomales.
Los resultados presentadcs por estos autores no permitfan decidir
si loseninoicidos controlan la sintesis o el procesado del 45 S pre
rRIA,

Aprovechando la ventzja de que por la diferente sensibilidad
a lo K=znanitina de las tres RIA palimerasas fue posible medir la
actividad de la polimerasa | en los nicleos aislados, Franze-Ferndn
dez y Pogo (1971) derostraron, utilizando el sistema nuclear, que
la concentracidn de aminodcidos cel medio de cultivo controla la ac
tividad de ta RNA polirerasa | en células de tumor ascltico de Ehr-
lich. Lstos autores encontraron que cuando se transfieren las célu-
1as a un medio rico en aminoacidos hay un rapido aumento en la acti_
vidad de esta enzima. Este aumento sz correlaciona con un incremento
similar en la velocidad de sintesis Jel 45 S pre rRHA indicando que
la actividad de la RHA polimerasa | en los nicleos aislados constigg
ye una buena medida de la sintesis del precursor ribosomal (Franze-
Fernidndez y Pogo, 1371), Por otra parte,se encontrd que la sintesis
del rRIA es muy sensible a los inhibidores de sintesis de proteinas.
AsT, la inyeccidn de cicloheximida a ratas produce una disminucidn
en la sintesis del rRHA en el higado al cabo de una hora {(Muramatsu
y col, 1970). Después de 10~15 minutos de agregar cicloheximida al
medio de cultivo de células Hela (Willems y col, 1969) & células L
(Craig y Perry, 1970) se observa una disminucidn en la sintesis del
45 S pre rRNA y la adicidn de cicloheximida o pactamicina al medio
de incubacidon de las c¢élulas de tumor ascitico de Ehrlich produce
una ripida disminucién en la actividid de la RNA polimarasa | en los

ndcleos aislados (Franze-Ferndndez yFontanive-Sangiiesa, 1973). Hay



que hacer notar que los aminodcidos no activan la transcripcidn

del rRiA en prescncia de inhibidores de sintesis de proteinas
(Franze=Fern3ndez y Fontanive=Sangiicsa, 1973). Estos resultados,
unidos al hecho de que en las células privadas de aminoicidos

hay una disninucidén de la sintesis dc proteinas, hicieron pensar que
los aminoacidos controlan la tronscripcidn del rRNA a través de su
efecto sobre la sintesis proteica. Sin erhbargo, csta explicacidn

no da cucnta de una scrie de obscrvacicnes, Por ejemnlo, el reque~
rimiento de aminoicidos para activar la transcripcidén del rRHA di-
fiere del que se necesita para cstirular la sintesis protcica(Frq&
ze-Fernindez Y Fontanive=~Sanclese, 1973); ciertas drogas, como la
toyocamicina (4-amino-5 ciano-78-D-ribofuranosil-pirrolo [2-3 d] -
pirimidina), que impiden 1a activecidn de 1a transcripcidn por los
aminoacidos no inhiben la sintesis dc protefnas (lapalucci=Espinoza
y col, en prensa). Recientes resultados de Grummt y col, (1976) tam
bién suqgieren que la activacidon de la transcripcidn del rRHIA por
los aminoicidos no es a través de su efecto sobre la sintesis pro-
teica. Por el momznto &stos son los Unicos resultados acerca del
mecanismo de control ''restricto' de la sintesis del rRNA en célu-

las animales.

¢) Bases molcculares del control de la sintesis del r RNA

La velocidad de sintesis del rRNA pucde estar controlada por
los niveles de la RNA polimerasa | o por factores regulatorios adi-
cionales si la enzima no es limitante. Estos factores pueden modu-
lar la transcripcién alterando las propiedades del templado de cro
matina y/o a través de una modificacidon en la enzima misma, La po-
sibilidad de que la cantidad de enzima sea ct factor responsable de
la regulacidon fué sugerida por Onishi (1970) v Yu y Feigelson (1972)
en bosc a medidas de la actividad de RNA polimerasa | cen niicleos o

nucleolos aislados de células en las que se inhibid la sTntesis de



de proteinas. Sin embargo, hay que tener en cuenta que la medida de
la actividad de la polimerasa | en estas organelas no da una idea
de la cantidad total de enzima. Experimentos de nuestro laboratorio
(resultados no publicados) y de otrcs (Gross y Pogo, 1974; Ferencz
y Seifart, 1975) indicaron que lo Gnico que se mide en los nilcleos
o nucleolos aislados es la actividad de la polimerasa unida a su
templado, ya que no se observa iniciecion de nuevas cadenas de RNA,
Es decir que si hubiera dos ''pools'" de enzima, uno transcribieﬁdo
y otro no, este Gltimo no se hubiera detectado. Para determinar si
existen los mismos niveles de RNA polimerasa | en los niicleos ais-
lados de células con diferente capacidad de transcripcidn, una po-
sibilidad es separar la enzima de su templado por métodos convenieg
tes y determinar la actividad enzimética con un templado de DHA
exdgeno. Si bien en estas condiciones la polimerasa | ya no trans-
cribe especificamente los genes ribosomales, ésto nos proporciona
una medida de la capacidad transcriptiva total de la enzima, Este
enfoque es precisamente el que hemos utilizado en el presente tra-
bajo.

El examen de los niveles de RYA polimerasa | extraida de los
nicleos de células de tumor ascitico de Ehrlich con diferente capa-
cidad de transcripcidn se describen en la PARTE | de esta Tesis.
Los resultados de este estudio indicaron que la cantidad de polime-
rasa | no es el componente limitante de la transcripcidon. Se encon
tro también que la disminucion de la actividad de la RHA polimera-
sa | en los nicleos aislados estd acompanada por una alteracidn en
1 @ conducta cromatografica de la enzima solubilizada, sugiriendo
que una modificacion de la enzima podria modular su capacidad para
transcribir los genes ribosomales, Para determinar si la enzima es~
tda modificada y cudl es la naturaleza de dicha modificacion, se re
quicre analizar comparativamente la estructura molecular de la RNA

polimerasa | purificada de células que revelan diferente capacidad



de transcripcidn del rRNA. Una primera etapa para abordar este es-
tudio es disponer de un método que posibilite 1a obtencidn de canti_
dades discretas de enzima altamente purificada. Como la RHA polime-
rasa | de c€lulas de tumor ascitico de Ehrlich no habia sido purifi
cada se procedid a desarrollar ¢l rctodo de purificacidén de esta en

zima, Su descripcidn estd indicada en ta PARTE 11 de esta Tesis.



LITROBUCCI O

En el nmormento de iniciar este estudio aidn no se habTan des-
crinto las RiA polinerascs DA denendientes de oflulas de= tumor asci
tico de £hrlich, Ful negesario, entonces, estudicr en primer luaar
el precodicienin de purilicacion parcial v las areniedndes de estas
enzinzs, {one 1o Tinalic 0 o estye cravajo ers zoonerar los nivales
de 1a polisgrasa | onroscntas on cflalas con difaronte conacidad de
transcrincidn del riln, s orequzia dispener e oun matede de puriﬂl

cacifin en ot cus T rocomorscifn do le activite ! enriniitica sca al-

to v reproaducicle, tnn ¢ las nrotlemps mAs itanriantes que 56 pre-
seantaron cn ¢l asiclaaicnta v 2esterior purificaci®n de las RIA poli
marasas de cfleinse et or ascitico de Ehrlich, fuZ la oran ineste

bilidad de ecias erzingi, Este hechic se comnlich todavia mas si se

[t]

ticnge en cuanta gue ias UL pelimerasas tienen una aran tendzncia a
interactuar ¢on otras nroicfnas cromosdmicas. U'n m3tode de purifica
cidn para que sca Gril requicre la eficiente axtraccidn de las enzi
mas y la estabiiizacidn d= la actividad durante la purificacién, Lo
grar ¢sto conctited un inpertante problema técnico. Los primeros in

tentos de puriTicacidn de jas NUA polinerasas de células de tumor as
cTtico de Lhrlich resultoren desalentadores, pues ©stas enzimas se
inactivaban ripidasante nantenidas tanto a J°C como a - 9°C, Esto de
ternind que se estudiara en prirer lugar la forma do cstabilfzarlas.
Hediante el empleo de dextranos, de altas concentraciones de glicerol,
ranteniendo las enzincs on forma concentrada y demds precauciones que
se indicarin posteriormente, se logrd desarrollar las primeras etapas
de un nétodo de purificecidn que cumplfa con los requisitos anterior-
mente nencionades, Lste nftodo, se aplicd lueqo al aislamiento de la
RHA polirerasa | de célular cuya capacidad de transcripcion del rRHA
habta sido afectada de diversa forma.los resultados indicaron que la
valocidad de sintesis del rRUA no esta controlada por la eantidad de

polimerasa ) suairiendo quec otros factores estarfan involucrados en

10
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la modulacidn de la actividad de esta enzima cuando transcribe es-

pecificamente los genes ribosomales.
MATER!IALES Y METODOS

A.- Reoctivos

El [3H] UTP se obtuvo de lew England Nuclear Co., El DNA de ti
mo de ternero (Tipo 1), el ditiotreitel y los ribonucleésidos trifos
fato (ATP, GTP, CTP y UTP) dec Sigma Chemical Co. El sulfato de amo-
nio, la sacarosa y el Tris (extra puros y de grado enzimatico) fue-
ron adquiridos en Schwartz Hann; el glicerol (bidestilado, extra pu
ro) en Merck, La DEAE-Sephadex (A=25) y la Fosfocelulosa (P=-11, 7.4
meq/g) fucron obtenidos de Pharmacia y Wihatman respectivamente. La
toyocamicina fué obsequiada por el Dr. G.Acs y la rifampicina AF/013
por el Profesor Silvestri (Lepetit, Milan). La o€-amanitina y la
pactamicina fueron donadas por el Profesor Th.Wicland del Max Planck

Institute, Heidelberqg (Alemania) y por Upjohn Co. respectivamente.

B.- Métodos

1.- Células v medios de incubacién:

Las células de tumor ascitico de Ehrlich fueron inoculadas
en la cavidad abdominal de ratones y extraidas 6-8 dfas después,
lavadas dos veces con el medio de incubacidn a temperatura ambien
te y luego incubadas a una concentracidn de 1 x 106 células por
ml de medio. La preparacién de lcs medios de incubacidn con y sin
aminoacidos se realizd como se describe en trabajos previos de

nuestro laboratorio (Franze-Fernindez vy Fontanive-Sangiiesa,1973).

2.~ Soluciones
L

Todos los buffers fueron preparados con agua bidestilada y.



cuando se indica, el ditiotreitol fué adicionado inmediatamen=
te antes de su uso,

Buffer A: contiene 0,05 M de Tris HCl (pH 7.9 a 4°C); 5 mM de
HgClz; 0,1 mM de EDTA; 1 mM de ditiotreitol; 0,3 mg/ml de dex-
tranos N° T70, Ti150 y T250, y a menos que se indique otra cosa,

30 ¥ de glicerol.

Buffer B: tiene la misma composicidén que el buffer A excepto que
no contienc HgCIZ.
Buffer C: contienc 0,02 M de Tris HCI1 (pH 7.9 a 4°C); 2 mM de di-

tiotreitol; 5 ml de HqCI2 y 1 M de sacarosa.

3.~ Tratamiento de las resinas d2 intercambio ibénico

La DEAE-Sephadex A-25 y la Fosfocelulosa P=11 fueron trata-
das de acuerdo al método descripto por Gissinger y Chambon (1972)

y equilibradas con 5 volumenes del buffer que se indica.

4.- Métodos de Purificacidn

A menos que se indique otra :zosa todos los procedimientos
se realizaron a 0 - 4°C.

a) Fraccionamiento celular

Los niclecos fueron preparados de acuerdo al procedimiento
descripto por Franze-Fernandez y Pogo (1971) con las siguientes mo
dificaciones: aproximadamente 2 x 108 células (1 g de células)
fueron lavadas con 40 m) de una solucidn salina isoténica (pH 7.2),
sedimentadas por centrifugacidon v resuspendidas en 10 ml de una
solucidn hipotonica conteniendo 10 mM de Tris HCI (pH 7.9); 1 mM
de MgCl2 y 10 mM de KCi. En esta solucitn se dejan durante 190
minutos. Estas células fueron luzgo resuspendidas en 10 ml de una
solucion de ruptura que contiene 10 mM de 1ris HC1 (pH 7.9): 1,5 mn1

de HgClz; 1 mM de espermidina; 0,3 M de sacarosa; 0,3 % de Triton



X =100 y 1 mM de ditiotreitol y se rompieron mediante 3 gol-
pes de émbolo en un homogencizador de potter. Las células ro-
tas fueron luego fraccionadas por centrifuaqacidn a 1500 rpm
durante 2 minutos en un precipitado nuclecar crudo y un sobrg
nadante citoplasratico que se descarta. El precipitado nuclear
crudo se lavd dos veces con 10 ml de una solucidn conteniendo

10 mM de Tris =HCE (pH 7.9); 4 mM de NqCI 1 m de espermidi

94
na; 0,3 4 de sacarosa v 5 rM de 2-mercaptoetanol y se resuspen
didé en 3,5 a 5 ml de Bulfer €. La fraccidn nuclear asi obteni

da fué utilizada inmedistarmente para las determinaciones de

la actividad de RHA polimerasa y posterior purificacion de las
enzimas como se describe mis adelante. Los valores de pH indi

cados fueron determinades a 4°C,

b) Solubilizacidn d.: las RIA polirerasas

La suspensidn nuclear se llevdo a 0,32 1 de sulfato de
amonio por la adicidn de la cantidad apropiada de una solucidn
stock 4 M, Cinco a sicte ml de la solucidn viscosa resultante
fueron sonicados en periodos de 10 seq., con descansos intermedios
de 20 seq., con un sonicador Branson (Modelo LS 75, macro"tip:
posicion 3) hasta que sc formaran gotas en el extreno de una pine
ta Pasteur (tiempo total de sonicacidn: 35=40 seq.). Durante la
sonicacion la suspensidn nuclear se mantuvo en un bafio enfriado a
- 8°C a - 10°C, Inmediatamente después se adicionaron dos volime
nes de Buffer A y se aqitd la solucidn durante 15 minutos. E!
precipitado de cromatina formado fué removido por centrifugacion
durante 1 hora a 35.000 rpm en el Rotor 50 de la ultracentrifuga
Spinco L. E1 sobrenadante,conteniendo toda la actividad enzimati-
ca, fué llevado a casi saturacidn con sulfato de amonio por la
adicion de 0,42 g de sal sdlida por ml de solucidn. El precipita-
do fué colectado por centrifugacion durante 70 minutos a 35000

rpm en el Rotor h0 de la ultracentrifuga Spinco L y resuspendido

13
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en Buffer A (1-2 ml! por gramo original de células), Esta frac-

cién (Fraccién F2) fué congelada durante 12 h. a - 80°C,

¢) Cromatoarafia en DEAE-Senhadex

La Fraccion F2 fué diluida con Buffer A hasta que la
concentracidn de sulfato de amonio fué de 0,05 M y alicuotas con-
teniendo 12-15 mg de protecinas se aplicaron a una columna de DEAE-
Sephadex A=25 (0,9 x 7 cm) previamente equilibrada con Buffer A
conteniendo 0,05 M sulfato de aronio. Las columnas se lavaron con
el mismo buffer y, a menos que se indique otra cosa, las enzimas
se cluyeron con 6 volumenes de columna de un gradiente lineal de
0,05 a 0,4 H de sulfato de amonio en Buffer A, El flujo aplicado
fué de 7 ml/hora y se colectaron fracciones de 0,75 ml en tubos
conteniendo 1 mg de sero albimina cristalina, La actividad de
RNA polimerasa fué determinada inmediatamente después de su elucidn,
Para calcular la actividad total de cada una de las RHA polimerasas
eluidas de la columna de cromatografia, se reunieron separadamen=-
te las fracciones correspondientes a los respectivos picos de ac-
tividad y luego se determind la actividad enzimijtica a concentra-
ciones saturantes de sustrato como se indica en el punto 6.

Aunque la suspensidn nuclear y la Fraccion F2 podian conservarse
a - 80°C por lo menos durante 30 dias sin pérdida alguna de la
actividad, el procedimiento de purificacion se realizd siempre en

dias consecutivos.,

d) Cromatoqrafia en Fosfocelulosa

La Fraccidn F2, obtenida de células incubadas en las con-
diciones que sc¢ indicaran posteriormente, se dializd contra 600
veces su voldmen de buffer B conteniendo 0,1 M KC) durante 3 horas,
AlTcuotas de la Fraccion F2 corraspondientes a 0,75 g de células
(1,5 x 108 cel) se aplicaron a una columna de Fosfocclulesa P-11
(0,9 X 7 em), previamente equilib-ada con 5 volimenes de columna

de buffer B conteniendo 0,1 M KCl. La actividad enzimatica se



eluyd aplicando un gradiente lineal de KCl de 0,1 M a 0,8 M en
Buffer B (volumen total 30 ml). E1 flujo de elucidn fyg de &
ml/hora y se recogieron fracciones de 0,65 ml en tudos conte-
niendo 1 mg de sero albdmina cristalina, Inmediatamente después
de su elucidn, la actividad de RNA polimerasa se determind en ali
cuotas de 10 il y en la presencia de 2 lig/ml de o{~amanitina con
el objeto de inhibir a la polimerasa 1l cuya elucibn es coinci-
dente con uno de los picos de RHA polimerasa |. Dosis mayores de
o{-amanitina no producen una posterior inhibicion de la actividad
elufda de la columna indicando la ausencia de polimerasa 111 (Schwartz
y col, 1974; Veil y Blatti, 1975; Weil y Blatti, 1976},

Cuando se realizaron estudios comparativos de las RNA polimera-
sas obtenidas de células incubadas en distintas condiciones, las
preparaciones de enzima se realizaron en forma simu’ tinea y bajo
idénticas condiciones. Las enzimas solubilizadas fueron cromato=-
grafiadas en idénticas columnas de la resina correspondiente que
fueron desarrolladas con el mismo gradiente salino empleando un
dispositivo de multiples canulas. Se utilizd una bomba peristaltice
(Desaga) para mantener un flujo de elucidn constante en las dife

rentes columnas.

e) Sedimentacidén en Gradientas de Glicerol

La Fraccidn F2,obtenida de células incubadas en las condicio
nes que se indicaran, fue dializada contra 300 volimenes de Buffer
A conteniendo 10 ¥ de glicerol y 5 mM de sulfato de amonio, duran
te 3 horas. Alfcuotas de la Fraccidn F2 (0,5 ml; 5-6 mg de protei
nas), correspondientes a 0,5 g de células, se aplicaron sobre gra
dientes lineales de 15 a 30 % de glicerol en Buffer A conteniendo
50 mM de sulfato de amonio (4,5 ml) y se centrifugaron durante 20
horas a 26000 rpm y a 0°C en el Rotor SW 39 de la ultracentrifuqa
Spinco L. El contenido de cada tubo fue colectado pcr puncidn del
fondo del tubo en fracciones de 0,25 ml y la actividad de RNA po-



5.~
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limerasa se determind inmediatamente.

Deterninacicn de la actividad de RHA polimerasa

en los niuclens aislacos

a) Daterninaci@én a baja fuerza idnica

La rrcla de incubacisn contenfa en un voluren final de
0,125 ml: 3,75 JMoles de Tris=HC1 (pH 7.9); 0,5 Linles de HgClz
7,5 kitolas de MaCl; 0,25 LMoles de ditiotreitol; 0,0h JiMoles de
cada unae ce los ribenuclecsidos trifosfato ATP, GTP y CTP;
0,0125 Julcles do [3H UT? (actividad especifica 40=060 Ci/Mol);
0,5 btoles de fosfoenolpiruvato; 0,5 lig de piruvato kinasa vy
0,1 til de la suspensidn nuclear centenicendo 100-159 lig de BHA, Cuan
do se indica, se adiciond I Jig/rml de O-aranitina, la actividad in-
sensible a esta concentracidn de &=amanitina corresronde solamente
a la RIA polinerasa 1, yo que no se observa una posterior inhibicidn
dc la actividad a concentraciones superiores a 200 La/ml de la dro
go (ver Fiqura 1) (Veinmann y Roeder, 1974; Veil y Blatti, 1970).
La actividad sensible a la oC-amanitina, calculada por la diferen-
cia entre la actividad enzimatica determinada en ausencia de o¢ ana
nitina y la determinada en presencia de esta droga, representa a
la RilA polimerasa 11, La adicidn de 0,h mg/m] de heparina a la
mezcla de incubacidn no afecta la actividad de RilA polimerasa,
Dado que sc¢ ha demostrado que la heparina inhibe la iniciacidn de
nuevas cadenas de RHA (Udvardy y Seifart, 1976), ésto indica que
la actividad medida en los nicleos aislados corresponde a la enzi
ma unida a su templado.
Lucgo de la incubacidn durante 8 min a 37°C, salvo que se indique
otra cosa, la rcaccidon se detuvo por la adicidn de 15 kg de RHA,
sequido por 7 ml de 8cido tricloroacético (TCA) al 5 % conteniendo
20 mM de pirofosfato de sodio. El precipitado fué colectado por cen
trifugacidon y lavado 3 veces con 7 ml de TCA 5 % = 20 m! pirofosfato
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de sodio. El precipitado final se disolvid en 0,3ml de NCS
(Nuclear Chicago Solubilizer) y la radioactividad se contd en

6 m! de 1Tquido centellador de tolueno que contenia Ominifluor
a una concentracion de 4g/litro. Todas las determinaciones se
hicieron por triplicado. La concentracidn de UTP en esta mezcla
de reaccidn no era limitante, La eficicncia do! contaje (aproxi
madaente 20 %) fué determinada por el método de standard exter

no,

b) Deterninacidén a alta fuerza idnica

Cuando se indica,la actividad de RNA polimerasa en los n_ll
cleos aislados se determind a alta fuerza idnica. La mezcla de
reaccion contenia, en un volimen final de 50 }xl los mismos compo
nentes indicados para el dosaje de las polimerasas solubles, sa-l_
vo quc se omitid el ONA y la concentracidon de sulfato de amonio
era de 0,32 M, La rcaccibn fué iniciada por la adicidn de 20 Al
de la suspensidn nuclear conteniendo 30-40 lig de DNA y luego de la
incubacidn a 37°C dte., 8 min.salvo que se indique otra cosa, la
reaccion se detuvo y la radioactividad se contd como en a).
actividad de las RNA polimerasas | y 1] se determind como se in

dica en a).

6.- Dntormnacuon de la actividad de 1as RHA polimerasas en las
preparaciones de enziras solubles

Las determinaciones se realizaron en un volumen final de 50 Al.
Inicialmente cada tubo de reaccidon tenfa en un volumen final de
30 L1, los siquientes componentes: Tris=HC1 (pH 7.9) 2,4 lmoles;
Hn CI2 0,08 kmoles; NaF 0,3 bmoles; fosfoenolpiruvato 0,25 lmoles;
piruvato kinasa 0,25 }ug; ditiotreitol 0,05 Lmoles; 2-mercaptoetanol
0,08 bmoles; ATP, GTP y CTP 0,028 Lmoles de cada uno; 0,5 nmoles
de UTP no marcado; 0,5 hiCi de [ H] UTP (activicad especifica 1000
Ci/Mol) vy 5119 de DHA de timo de ternero. El estado del templado

de DNA (nativo o denaturalizado) y la concentracidon final de sulfato



de amonio en la mezcla de reaccidn se indicaran en cada experimento.
En los extractos crudos (Fraccidn F2) 1a actividad enzimitica fué
determinada en presencia y ausencia de 4 Ag/ml de OC-amanitina y la
actividad correspondiente a las RHA polimerasas | v |l se determind
como se describe en el punto 5.- Las reacciones fuecron iniciadas por
la adicidn de aifcuotas de 5 a 20 iV de las solucioncs de enzima.
El volunen restente fué completado con Buffer A conteniendo la can-
tidad apropiada de Mo C12 de mado que sa concentracion final en la
mezcla de reaccién fuera de 2,5 mit, Des»ués de un perifodo de incuba-
cidn de 10 minutes a 37°C, salvo que se indique otra coza, las reac-
cioncs se detuvieron en frio por la adicidn de 30 Dl de SDS 1 & -
pirofosfato de sodio 0,05 M, Sc tomaron alicuotas de 771 y se pi-
petearon sobre filtros Wahatnsn DE-81 (2,5 cm de didmetro), Los fil-
tros se procesaron y la radiocactividad se midid como lo indica Lin-
dell y col (1970). EI [BH] se leyd con una cficiencia del 30 4,
La mezcla de reaccidn descripta anteriormente contenia niveles no
saturantes de UTP (0,01 mHh) y se utilizd en las determinaciones de
rutina. Sin embargoy cuando se compararon las actividades enzimati-
cas en las diferentes etapas de purificacidon, la concentracion de UTP
se elevd a un nivel saturante de 0,10 mil, Esta concentraci6n se esti-
md de la curva de actividad de las RHA »0olimerasas en funcidn de can=~
tidades crecientes de UTP. Ligeras diferencias en la actividad de las
RNA polimerasas se observaron entre las distintas preparaciones de
NA, probablemente debido a variaciones en el nimero de rupturas en
una cadena o de regiones denaturalizadas. Por lo tanto, en los estu-
dios comparativos de los niveles de actividad y propiedades de las
enzimas aisladas de células incubadas en distintas condiciones se

utilizaron alicuotas de la misma preparacidn de DHA,

7.= Daterminacion de la actividad de DNA polimerasa

La actividad de DNA polimerasa fué determinada utilizando la mez

cla de reaccidn denominada Sistema C, por Franze-Ferndndez y col,(1975)
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con la adicidn de 0,2 mM de dATP, dGTP y dCTP; 0,02 mM [CHB-H3] -TTP
(actividad especifica 350 Cpm/pmol) y 200 Lig/m)! de DNA de timo de

ternero ‘activado.

8.- Determinacidon de la conductividad

La concentracidon de sulfato de amonio en las preparaciones de en-
zimas y fracciones eluidas de las columnas de cromatoqrafia se deter=
mind tomando una alicuota de 10 L1, mezclandola cor 3 ml de agua bides
tilada y midiendo la conductividad a temperatura ambiente con un Indi
cador de Resistencia Electrolitica N°4960, (Leeds and Northrup Co.).
Las concentraciones salinas se calcularon por interpolacion de curvas
standards previamvente construidas con soluciones de sulfato de amonio

conocidas en Buffer A,

9,- Determinacidén de DNA y proteinas

Las determinaciones de DA se realizaron por el Método de Burton
(1956) . Las concentraciones de proteinas de las preparaciones de enzi-
ma se determinaron por absorbancia a 230 nmen alicuotas de 0,1 ml en
0,9 ml de agua bidestilada o por el Método de Lowry y col (1951},

En ambos métodos se utilizd sero albimina cristalina como standard.
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PURIFICACION PARCIAL Y CARACTERIZACIO!I DE LAS PRHA POLIMERASAS DHA
DEPENDIENTES DE CELULAS DE TUMOR ASCITICO DE EHRLICH

1.- Determinacion de la actividad de las diferentes RHA polimerasas
en l0s nuciens ailsiaedos

Como sc indicd previamente (Introduccidn General) las tres cla
ses principales de RNA polimerasas ONA dependientes de cucariotes se
pueden distinguir por su diferente sensibilidad a 1a &X-amanitina. En
todas las cclulas arimales estudiadas la RHA polimerasa | es completa
mente resistente a esta toxina adn a concentraciones tan elevadas co-
mo 200-400 lig/m!, mientras la polimerasa Il es inhibida totalmente
por muy bajas concentraciones (0,1 a 0,5 La/nl) de ©-amanitina (Lin
dell y col, 1970; Kedinger y col, 1970; Jacob, 1973). La RNA polimera
sa Ill es sensible a concentraciones intermedias de esta toxina, ya
que la inhibicidon total se logra en una concentracidn de 150 a 200 Lig/mt
(Weinmann y Roeder, 197h; Weil y Blatti, 1975; Hossenlopp y col,1975).
Mediante el uso de la OX-~amanitina es posible determinar la actividad
de cada una dc cstas enzimas en sistemas compiejos como los nicleos
aislados. Asi, la actividad no inhibible por altas concentraciones de
oK-amanitina corresoonderd a la polimerasa |, la inhibible por bajas
concentraciones (hasta aprox. 0,1 kg/ml) a la polimerasa Il y la acti
vidad que es sensible desde 0,1 lig/ml hasta 200 Juig/ml a 1a polimerasa
111, Como se muestra en la Figura 1, la mixima inhibicion de la acti-
vidad de RNA polimerasa en l1os nicleos aislados de células de tumor
ascitico de Ehrlich se logra a una concentracidn de 0,1 hig/ml de CK-anEl
nitina. Los resultados no indican la presencia, dentro de los 1imites
de deteccidn del ensayo (3 a 5 % de la actividad total), de RNA poli-
merasa |1l ya que no se observa una posterior inhibicion de la acti=-
vidad enzimdtica a concentraciones de 200 lig/al de la droga, Por lo
tanto en nuestra preparacion de nicleos aislados, la actividad insen-
sible a la &X-amanitina corresponde principalmente a la RHA polimera-

sa |, mientras que la actividad sensible, calculada por la diferencia



entre la actividad enzimitica determinada en ausencia de X=amanitina

y la deterninada en presencia de concentracicnes de la droga iquales

o superiores a 0,1 Lig/ml, representa a la RNA polimerasa |1,
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Fiqura 1: Efccto de concentraciones crecicentes de & ~=amanitina sobre

la activi<ad do las KIA polirmerasas en 1os nicleos aislados.,
Las células se incubaron er un medio completo durante 99 nn
nutos. Al cabo de ese tiempo se aislaron los niicleos y se
determinG la actividad de FHA polimerasa a baja fuerza iénica
(ver Métcdos) y ¢n presencia de las concentraciones indicadas
de o(-amanitina, Lo activicad de RNA polimerasa (O—0O—~0O ) se
expresa cono porcentajc de la actividad medida en ausencia de
-amanitina, 100 % representa la incorporacidn de 907 plcomo
les de UNP por ml. en 8 minutos,
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2.- Extraccidn de las RHA polimerasas

Para determinar la actividad de las diversas RNA polimerasas solu
bilizadas de los nliciecos de c€lulas incubadas en distintas condiciones
es importante utilizar un ritodo de extraccion de las evzimas que no
resulte en pérdidas siqgnificativas de la actividad o de posibles fac-
tores regulatorios. En los distintos sistenss de eucariotes estudiados
se han utilizado procegismicntos diversos de extraccidn Je las RHA po-
limerasas ccn éxito variable dependiendo de la enzima (nolimerasa |,

11 6 111) y del sistenas (Jacob, 1973). Por lo tanto,sc realizd un es
tudio preliminar cornarands Yos resultades de la aplicacidn de dis-
tintos rétodos de solubilizacidén, a saber: aqgitaciin a »aja concentra
cidn salina, extraccicnes sucesivas con concentraciones crecientes

de sulfato de arcnio (desde 0,2 M a 1 M de la sal), pravia agitacion
por tiempos variables, sonicacion a baja y alta fuerza ibnica, Los ren
dimientos maximos de actividad soluble, en particular d2 la RHA poli-
merasa |, se obtuvieron s6lo cuando se incluyd la etapa de sonicacion
a alta concentracidn salina, En efecto, mientras la actividad de la

RUA polimerasa [l podia solubilizarse eficientemente por otros proce=
dimientos (por ejerplo por agitacidn a 0,5 N de sulfato de amonio), un
elevado porcentaje (aproximadamente un 30 %) de la actividad de la RNA
polimerasa | permanecia fuertemente asociada a la cromatina, siendo in
soluble en esas condiciones. Por consiguiente, la actividad de las RHNA
polimcrasas presentes en los nucleos aislados de células de tumor ascl
tico de Ehrlich se solubilizaron por procedimientos que incluyen soni-
cacidén a alta fuerza idnica, reduccidn de la fuerza idnica por dilucidn
con posterior eliminacion de la cromatina por centrifugacion y fraccio-
namicnto con sulfato de amonio (ver"Métodos3. De esta forma se obtuvo

la Fraccion F2. Mediante la precipitacidon con sulfato de amonio se con-

siguid purificar parcialmente y concentrar las enzimas solubilizadas,

con la consiguiente estabilizacidn de las mismas. En las fracciones des

cartadas no se detectd actividad enzimitica alguna, La ruptura sdnica

de los nicleos en una solucidn a alta fuerza iénica libera la totalidad
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de la actividad de RNA polimerasa en una forma soluble totalmente de-
pendiente de la adicidn de un DNA ex3geno (datos no mostrados). Adem3s,
la Fraccién F2 no contiene DNA detectable, Esto dltimo es importante
para la posterior purificacidn de lasenzimaspor cromatografia en re-
sinas de intercambio idnico. Con la finalidad de determinar la repro
ducibilidad del procedimiento de solubitizacidn se hicieron dos pre-
paraciones simultineas (F2a y F2b) partiendo de 1a misma suspensidn

de ndcleos (Tabla 1), Como lo indicar los datos de la Tabla | por es
te método se obtiene una alta y reproducible recuperacidon de la ac-

tividad enzimatica.

TABLA I : Solubilizacion de las RNA polimerasas

Etapa dc Purificacion A:tividad de RUA polincrasa
(picomoles/g ce células)

! Recupe -acion ol Recuperacion
2 2
NGcleos 4670 100 7707 100
F2a 3652 78 5425 70
F2b 3489 75 5642 73

Las células fueron incubadas durante 60 minutos en un medio completo.
Al cabo dc cse tiempo se aislaron los nicleos y se determind la activi
dad de RHA polimerasa a alta fuerza iGnica segiin se indica en"M&étodosy
.La suspension nuclear se dividi6é en Jos alTcuotas iguales y las RMA po
limerasas se solubilizaron de cada a'Tcuota en forma S|nultanea Yy baJB
idénticas condiciones por el procediniento descripto en Métodos', La ac
tividad de RiA polimerasa soluble (F2a y F2b) se determind en presencio
de 0,10 mM UTP; 0,06-0,07 M de sulfato de amonio y DNA denaturalizado.
En Ios nGcleos aislados y F2 la actividad de RNA polimerasa se determi-
né en ausencia y presencia de 4 lig/m! de X-amanitina. La actividad de
1as RilA polimerasas | y Il sc determ nd como s¢ indica en 'Métodos La
actividad enzimitica estd expresada en picomoles totales de UMP incor-
porados en RHA en 10 min por gramo original de células.



24

En la fiqura 2 se ilustra el efecto de concentraciones crecientes de
oX-amonitina sobre la actividad de las RHA polimerasas presentes en la
Fraccién F2, La concentracion de OFamanitina requerida para alcanzar la
mixina inhibhicion de la actividad sensible (0,) lig/mi)es comparable a

la obtenida con la actividad endonena de RiApolimerasa en los nicleos
aislzdes (Figure 1). kn ta Fraccidn F2,como en los niicleos aisiados, no
se puldue deteciar actividad correspondiente a la RNA polimerasa |1l ya
gue no o ohicrvd una posterior irhibicidn de la actividad enzimdtica en
tedo el ranco de concentracicres de o(-amanitina desde 0,1 a 200 dig/ml

(Voinmann v Roudne, 19745 Veil v Blatti,1976) (Figura 2).
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Fiqura 2: Lfecto d2 concentracicnes crecientes de oC-amanitina sobre la ac

tividad de las R'iA polirarasas en la fFraccion F2, La solubiliza

cidn de las Ri4 polircrasas y obtencidn de la Fraccién F2 se rea
1iz6 como se indica en la Tabla |. La actividad de RNA polimera~
sa se determind en presencia de 0,01mM UTP; O ,06-0,07 M de sul=~
fato de amonio; DNA denaturalizado y las concentracuones indica-
das de X-ananitina,la sctividad rdxima(100%) representa la incor

poracion de 989 picoroles/ml de BMP en 10 min.
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3.- Resoliucidn por cromatoqrafia en DEAE-Sephadex

La cromatcqrafia en DEAE-Sephadex resuelve a las RHA polime=
rasas solubilizadas en dos picos de actividad que se designaron
I y 11 (Ficura 3).

El primer pico eluye a 0,07 = 0,09 1 de sulfato de amonio y
es insensible ain a altas concentraciones (200 Lia/nl) de X -ama
nitina (Fiqurs 6),

El scqundo pico eluye a aproxinadazonte 0,26 11 ¢z sulfato de
amonio y c¢s totalraente inhibido por muy bajos concentraciones
(0,10 Lig/m1) v~ la droga (Ficuras 3 y 8). Cen respecto a cstas
propiedades las formas | y Il se corresponden con las RNA poliqg
rasas | y Il (A y B siquiendo la terninolcgia de Chambon y col,
1970) de otros organismos eucaridticos (Chawbon y col, 1970; Roeder
y Rutter, 1269; Blatti y col, 1970; Schwartz y col, 1974),

Las polimarasas | y Il exhiben diferentcs propiedades cataliti=-
cas (ver m3s adelante) y sus caracteristicas de elucidén en DEAE-Se
phadex se manticnen después de la recromatografia en idénticas con-
diciones (Figura 4). Es decir que no se observan complejos disocia=-
bleso interconvertibilidad en ninguna de las dos enzimas.

Conmo era de especrar, de acuerdo a los resultados indicados en
los nicleos aislados (Figura 1) y en la Fraccidén F2 (Figura 2), no
se encontrd el pico de actividad correspondiente a 1a RUA polimera
sa Illquﬁbr lo menos, en plasmacitoma murinico (Schwartz y col,1974),
timo de terncro (Weil y Blatti, 1975) y células Hela (Veil y Blatti,
1976) cluye en la vecindad de la R!NA polimerasa 11,
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Concentracidn de Sulfato de Amonio (M)

Fraccion N°

Figura 3: Resolucidn de las RHA polimerasas por cromatoarafia en
DEAE~Sephadex, Las RilA polirmerasas se solubilizaron de los ng
cleos de celulas incubadas 90 min en un medio completo, Una aLl
cuota de la Fraccion F2 correspondiente a3 0,85 g de celulas vy
conteniendo 12 mqg de proteina se cromatoqraflo &N una columna
de DCAE-Sephadex(0,9x7 cm) como se describe en Métodos” La acti_
vidad de RNA polinmerasa se determind en presencia de 0,01 n! de
UTP, DHA denaturalizado y a la concentracion de sulfato de amonio
resultante de la dilucion de 20 bl de cada una de las fracciones
en el volunen final de 50Ml de 1a mezcla de reaccion que se indi
ca en Métodos".Esta concentracidén salina era ligeramente su‘voptma
para las fracciones del pico | v cercana a la Optima para las frac
ciones del pico Il,La actividad de RHA polimerasa estd expresada
en picomoles de UMP incorporados en RilA por ml en 8 min,Los valo-
res de actividad de cada pico eran 2,7-3,3 veces mayores cuando se
determinan a 0,10 mM de UTP, Actlv:dad de RHA polimerasa en la ausen
cia( =00 )y en la presencia( ®e—o )de 1 La/ml de oC-amanitina,
(~+———— )Concentracidn dc sulfato de amonio.
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Fiqura b: Recrormatoarafia en DEAE-Sonhadax da las RMA nolircerasas |y |
Una aiicuota <o 1a Fracc: . ri correscondicnle @ 0,8 g de celu
las se cromctografid en REAE-Sephadex como se describe en la
Figura 3.Las Fraccicnes corraspondientes a los picos de actividad
de las RHA polircrasas | yll respectivamente se reunieron separaca
mente, sc diluycron con Buffer A, hasta una concentracidn de sulfzx:
to de amonio de 0,05 1 y se recromatoqrafiaron en idénticas colum=-
nas de DEAL-Scphadex(D,9x7 cm)como se indica en la Figura 3. En A
se muestra el perfil de elucidn de la RIA polimerasa | ( o—o—® )
y en B el de la RUA polimerasa 1l (O0—0—0O ) Lo actividad de PIA
polincrasa s¢ deterning cono sc describe en la Fiqura 3, (e—e—-)
Concentracion de Sulfato de Aaonio,




Las recuperaciones de la actividad de las RNA polimerasas | y |l en
la cromatografia en DEAE-Sephadex (con respecto a la Fraccidn F2),

en diversos experimentos independientes, se indican en la Tabla I1I,

Recuperacion de la actividad de las RHA
TABLA |1 polimerasas en la cromatografia en DEAE-
Sephadex

% de actividad de las RHA polimerasas

Experimento N° recuperada en la cromatografia en DEAC-
Sephadex

| i
1 97 82
2 107 79
3 11 85
4 92 70
5 102 72

Las RNA polimerasas se purificaron pcr cromatografia en DEAE-~ Sephadex
como se describe en ''Métodos''. Los pcarcentajes de recuperacidn de la

actividad de las polimerasas | y |l ce calcularon en base a las activi
dades enzimiticas de la Fraccidon F2 insensibles y sensibles a 4 Jg/ml”

de o{-amanitina.

Se observa Una alta y reproducible recuperacién de 1a actividad de
la RNA polimerasa |, E! incremento aparente de la actividad de esta en-
zima en la etapa de DEAE-Sephadex se debe probablemente a la presencia
.de componentes inhibitorios en los extractos crudos (Fraccion F2) (Ke-
dinger y col, 1972; Schwartz y Roeder, 1974; Roeder, 1974). La recupera
cidn de actividad de la polimerasa Il no es tan alta; como para esta en
zima se han descripto factores de activacidn (Stein y Hausen, 1970; Sud
gen y Keller, 1973), es probable que 1a menor recuperacidn se deba a la
pérdida de algin factor. En la Fraccidn F2 no se detecta pérdida alguna

de la actividad enzimitica luego de 25-30 dfas de congelamiento a = 80°C.
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Sin embargo, después de la purificacion por DEAE~Sephadex las en-
zimas son mas inestables, manteniendo el 100 % de la actividad sdlo
durante los 2-3 primeros dias de conqgelamiento a =-80°C, En periodos
mayores de tiempo se observa una mayor inestabilidad de la polimerasa |
con respecto a la |l. En efccto, los porcentajes de supervivencia de
la actividad enzimétiﬁa por congelamiento a = 30°C a los 5, 9y 20
dfas son de 75 5, 55 %, v 15 2 para la RUA polimerasa | y de 100 %,
100 2 y 35 % para la RHA polircrasa |l. Una mayor estabilidad de la
polimcrasa Il con respecto a la polimerasa | ha sido indicada también
en otros sistenas de eucariotcs estudiados (Roeder y Rutter, 1970;
Jacob, 1973).

l,- Esquema qgeneral del Nétodo de Purificacidn parcial

En la Tabla Ii) se resume el proceso de purificacion de las RHA
polimerasas de células de tumor ascitico de Ehrlich, Los cdlculos de
las recuperaciones de la actividod enzim3tica presente en la suspen-
sidn de nicleos originales (considerada como 100 %) deben tomarse con
cierta cautela pues este valor oriqginal representa la actividad de las
RUA polimerasas frente a su propio templado cromosomico, mientras qué
la actividad de las enzimas solubles se determina frente a un templado
de DHA exdgeno. lo obstante, las recuperaciones en las sucesivas etapas
del procedimiento de purificacidn son siempre elevadas y altamente re-
producibles.

Los rendimientos de las enzimas obtenidos por este metodo de puri-
ficacion son comparables a los indicados en otras células eucaridticas

(Kedinger y col, 1972; Sudgen y Keller, 1973; Schwartz y col, 1974),
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Resumen de Purificacitn de las RHA polimerasas

TABLA Il DHA dependientes de células de tumor ascitico
de Ehrlich
Etapa de Purificacion Actividad de RUA pelimerasa

Picomoles/a de células

| Recuperacion i Recuperacion
4 4
Nacleos 4531 100 6287 100
Fraccion F2 3597 79 5270 84
DEAE-Sephadex 3677 81 3823 61

Los datos de la tabla resumzn los resultados de un experimento representa
tivo. Las células se incubaron 90 mi1 en un medio con amino3cidos. Al ca=
bo de este tiempo se aislaron los nuzleos y sc purificaron las RIHA pollr"n
rasas coro se describe en 'Yiétodos''. La actividad de las polimerasas | vy
Il en los nicleos aislados y en la Fraccidn F2 se determind como se descrl
be en la Tabla |. En la etapa de DEAZI-Sephadex la actividad enzimdtica se
determind en presencia de 0,10 mM de UTP y DNA denaturalizado. La concen -
tracion de sulfato de amonio en la m2zcla de reaccidn era de 35 mM y 80 mM
para las polirerasas | y |l respectivanente, La actividad enzimitica esta
expresada en picomoles totales de UMP incorporados en RNA en 10 min por
gramo original de células.

5.- Caracterizacion de las RilA polimzrasas | y Il parcialmente purificadas

La caracterizacidn de las RNA polimerasas con respecto a las diferen-
tes propicdades que se describiran a continuacion se realizd con las enzi
mas purificadas por cromatografia en DEAE-Sephadex. Con la finalidad de
que los resultados sean comparables, este estudio se hizo en condiciones
similares a las indicadas para las enzimas analogas aisladas de otros sis-

temas de eucariotes.



a) Propiedades de la reaccidn catalizada por las RHA polimerasas

Las caracteristicas generales de la reaccidon catalizada por
las RHA polimerasas | y Il se muestran en la Tabla 1V,

Ambas enzimas rmuestran un absoluto requerimiento de DHA, de

. . . ++ ++ . P

un cation divalente (Ng 6 Mm ) y de los cuatro ribonucledsi
dos trifosfato.

El tratamiento con actinomicina o DHasa impide la sintesis de
RilA. El1 producto formado es RNA, como 1o demuestra su destruccion

en la presencia de &lcali o Riasa. Por lo tanto, las dos activida-

des enzimaticas exhiben todas las caracteristicas esperadas de las
RNA polimerasas DilA dependientes. Las preparaciones de las enzimas

no muestran actividad de nucleasas. Aunque es probable que haya nu

cleasas presentes, dado que estas preparaciones de enzima estan

aln impuras, €stas no tienen un efecto cuantitativo sobre las deter

minaciones de la actividad pues los RNAS sintetizados no son degra

dados durante todo el periodo de incubacidn,

La rifampicina AF/013, un derivado semi-sintético de la rifampi-

cina, se ha demostrado que inhibe la iniciacion, pero no la elonga-

cidn, de cadenas de RHA por las RNA polimerasas | y |l de timo de

ternero (Meilhac y col, 1973) y de higado de rata (Butterworth y col,

1971).

Como en esos sistemas, la preincubacidn de las enzimas con rifam

picina AF/013 inhibe toda la actividad,
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TABLA IV Caracterizacion de la reaccidn catalizada
por las RHA polimerasas | y I
Condicidn experimental Actividad de RNA polimerasa
3
| i

Medio de incubacidn normal 100 100
= DA 0
- ATP, GTP, CTP 2,2
-ty Mg T 0 0
+ Actinomicina D (40 lig/mi) 2,3 1,8
+ DNasa 0 0
+ RNasa 23 25
+ NaOH 2,7 3,2
“"Desplazamiento''con UTP no marcado 97 98
+ Rifampicina AF/013 0 0
- Las RNA polimerasas | y Il fueron purificadas por cromatograffia en
DEAE-Sephadex como se indica en la Tabla 11l y, salvo las omisiones 0O

adiciones indicadas, su actividad se determind en presencia de 0,01 mM
UTP, a la concentracidn salina dptima de cada enzima (ver Figura 10 y
Tabta VI) y utilizando DHA nativo como templado para la polimerasa |

y DNA denaturalizado para la polimerasa ||, La DNasa | (80 Lg/ml) fué
preincubada 10 min a 37°C con la mezcla de incubacién antes de la adi-
cién de las enzimas, La RNasa pancreitica (20 lLg en 0,020 ml de H,0)

6 0,02 ml de NaOH2N se adicionaron después de 10 minutos de incub@cidn
y la incubacidn se continud por un perfodo adicional de 20 minutos, En
el experimento de ''desplazamiento' se adiciond un exceso de 50 veces

de UTP no marcado (cuando las otras reacciones habian finalizado) y la
incubacidn se continud por un periodo de 20 minutos. Los controles con-
tenfan H_0, Cuando se indica,las enzimas fueron preincubadas con rifam-
picina AE/OIB (200 lig/m1) durante 5 min a 0°C antes de la adicidn de
los restantes componentes de la reaccidn, 100 % representa la actividad
de las RNA polimerasas | y |l en condiciones normales de incubacién y

corresponde a 298 y 487 picomoles/m! de UMP incorporados en 10 min,
respectivamente,
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b) Requerimientos de UTP de la RHA polimerasa |

Debido al elevado costo de los nuclebsidos trifosfato radio=
activos, la mezela de la determinacidon de 1a actividad de las
RHA polimcraesas utilizs?a en los ensayos de rutina contenfa can
tidadss lisitantes <o UTP (9,01 mt)  (ver "H€todos''), Sin embar
go pura cu:ntitar los niveles de actividad de las RNA polimera=-
sas extraidas do cSlulas incubadas en diferentes condiciones &
para determinar las recuperaciones de la actividad enzimatica
en 1as sucesivas etapas de purificacidn se requeria el empleo de
concentracicnes saturantes de este nucledtido, Por esta razén se
determind la actividad de la RHA polimerasa | en funcidn de concen
traciones crecientes de UTP, Cormo se ilustra en la Figura 5,esta
enzima exhibTa la tipica cinétjca de Nichaelis Menton al aumentar
la concentracion de UTP, Del qgrafico de las inversas se calculd
un valor dec Km aparente de 25 MM para UTP, En base a estos resul;g
dos las determinaciones de la actividad enzimatica en condiciones
no limitantes de sustrato se realizaron a una concentracidn de UTP
de 0,1 mM,

Por otra parte, como se dectalla en ''Métodos'', en todos los ensa
yos se utilizaron siempre concentraciones saturantes de los ctros

tres ribonucledsidos trifosfato (aprox. p,30 mM),
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Figura 5: Efecto de 1a concentracidn dc UTP sobre la actividad de la

RHA polimerasa |

La RUA polinerasa | fué obtenida de la cromatografia en DEAE-Se

phadex como se indica en 1a Tabla lil. La actividad enzimatica

se determind como se describe '"Métodos'' pero a las concentracio
nes indicadas de UTP y en precsencia de 0,5 mM de los restantes

nucledsidos trifosfato(ATP, GTP y CTP) y de DNA nativo como tem
plado. La concentracion de sulfato de amonio en 1a mezcla de re
accidén era de 32 mM. La incorporacion de[?H] UMP se expresa en

Picombles/min y se determind en incubaciones de 5 min a 37°C,
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de modo que corresponden a v¢locidades Iniciales (ver Figura 6)},.-
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c) Sintesis de RHA catalizada por las RNA polimarasas
en funcion del tiempo y c¢¢ la concentracion ce proteinas

Las RNA polimerasas de eucariotes son altamentes inestables, es
pecialmente a bajas concentraciones. Ademis,las enzimas elufdas de
la colunna de DEAE-Sephadex estan aln impuras(ver PARTE I1) y pueden
contener inhibidorcs. Para poder cuantitar los niveles de las RIA po
limerasas nucleares es necesario establecer que la actividad de las
enzimas parcialmente purificadas rwestran siempre relaciones linea-
les con respecto al tiempo y a la concentracidn de proteinas. L&
cinética de la reaccitn catalizada por las polimerasas | y |l se
ilustra en la Figura 6.

Para ambas enzimas la incorporacidn de [ai] UMP en RNA es lineal
por 1o menos hasta los 15 minutos. Muy a menudo desnués de este tiem
po se observa una disminucidn en la velocidad de sintesis de RNA vy
la incorporacion de nucledtidos no es linecal. Por lo tanto, en todos
los ensayos de la actividad enzimatica se utilizaron solo periodos
cortos de incubacidn (no m3s de 10 minutes). La actividad de las RIA
polimerasas | y |l purificadas por cromatoqrafia en DEAE-Sephadex,
también aumenta linecalmente con la concentracidén de protefnas (Figu-
ra 7). Resultados similares a los ilustrados en las Fiquras 6 y 7 se
obtuvieron con las enzimas extraidas de células incubadas en diferen
tes condiciones fisiolSgicas (resultados no mostrados). Por el con-
trario, la actividad de las RNA polimerasas (I y 11) en los extractos
nucleares crudos(Fraccidn F2) no es lineal con respecto a la concen-
tracion de proteinas, presumibliemente debido a la presencia de inhibi_
dores no especificos (datos no mostrados). Por lo tanto,los extrace
tos nucleares crudos no constituyen una fraccién apropiada para 1a

exacta cuantitacidn de los niveles de las polimerasas solubles,
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Lo rrazcicn ro, cerrestenoacnte a boa de celulas, se cromatonra
fid en DEAE=Sephadex como sc¢ describe en la Fiaura 3. Las frac-
ciones correszondientes a los picos de actividad de las enzirmas
I vy Il se reuniercn separcdaiente y la actividad de RHA polirc-
rasa se determind tomando alicuotas de 20 bl y usando DHA dena-
turalizado. La concentracion de sulfato de amonio ¢n la mezcla
de reaccidn era de 30 mM para la polinerasa | ( 0—0o—0 ) y de
80 mM para la polirmerasa 1l ( 4—a—A ).
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Fiqura 7: Actividad de las RHA polinerasas en funcion de la concen=-

tracicn de proteinese= Las i polinerasas | y |1 se obtuvicron

de la cromatoqraria en DCLAE-Sephadex como se indica en la Fiqu-

ra by su actividad se determiné en el volumen standard de 50 Al
como se describe en "Nétodos''. El templado utilizado vy concentra
cidén de sulfato de amonio en la mezcla de reaccidn se indican en
la Figura 6. Los volumenes de reaccidn, concentraciones de sulfa
to de amonio y de sero albumina bovina se mantuvieron constantes
mediante la adicion de la cantidad apropiada de Buffer A contenien
do sero albdmina bovina y ajustado a la misma concentracién salina
que las fracciones de las enzimas. Veinte lil de las fracciones de
las polimerasas | y Il contenfan aproximadamente 4,8 Lig vy 3 Jig de
protcina enddgena respectivamente,( ©—0—0 ) Actividad de RIA
polimerasa 1, ( &A—A—A ) actividad de RHA polimerasa l1i,
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d) Sensibilidad a la &X=-amanitina

Como se indica en 1a Fiqura 8 la enzima | no es inhibida por la

S -amanitina adn a concentraciones tan elevadas como 200 ba/ml.

La polimerasa Il exhibe la cldsica curva de sensibilidades a la &X-ama

nitina descripta nara la enzima |l de otras células de mamifero. (Lin

dell v col, 1579; Jeinmann y Roeder, 1974; VWeil v Blatti, 1975) con un

50 % de inhibicidn de la actividad a una concentracién de 0,02 Lg/ml

de la droga.

Fioura 3:
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Efccto de laoX=amanitina sobre ta actividad de 1as RHNA polimerasas | v |1

Las RilA polimcrasas | y |l se obtuvieron de la cromatoqrafia en DEAE-S=2
phadex como sc describe en la Tabla I8l y su actividad se determind co
mo se indica en la Tabla IV, La concentracidn de X -amanitina (oremsz=
clada con la enzima a 0°C, antes de 13 adicidn de los sustratos y el
templado) fué variada como se indica. La actividad de RHA polimerasa se
expresa cono porcentaje de la actividad determinada en ausencia de

o -ananitina. La actividad maxima (130 %) representa la incorporacidn
de 305 y 473 picotioles/ml de UP en 1) min para las polimerasas |

( =00 ) vy Il ( =@ ) rcspectivamente,



38

e) Requerimientos de cationes divalentes

Las curvas de activacidn con Mn++ Y Mg++, dc cada una de las enzi
mas se ilustran cn la Figura 9. Ambas forrmas de enzima exhiben mixi-
ma actividad con Hn++ a una concentracidn de 1,5-2 mM, mientras la
actividad Gotima cen H_++ se mantiene sobre un amplio rango de concen
tracidén. Sin emi:arao, las relaciones de actividad .‘-‘.n++/r19++ a la con-
centracion Sptima de cada ion muestran diferencias sianificatives,
siendo de aproxiradariente 3 y 10 para las RIA polimerasas | y |l res-
pectivanmente., Yalores similares han sido indicados nara las enzimas
an3logas de otras células eucarilticas (Blatti v col, 1970; Chambhon,

1974; Rutter, 1975)
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Fiqura 9: Efecto de ta concentracidon de iones metdlicos divalentes

sobre la asctividod de las XA polirarasas.= Para estos estudios

y los descriptos en la Figura 10 las preparaciones de cada una
de las enzimas purificadas por DEAE-Sephadex fueron dializadas
contra Luffer B conteniendo 0,034 sulfato de amonio para elimi-
nar los iones Mag++ y disminuir la concentracion salina.Exceptuan
do la concentracidn del idn metdlico, que es la que se indica,
la actividad se determind como en la Tabla IV, La mixima activi-
dad(con Mn++ en ambos casos) representa la incorporacidn de 345
y 820 picomoles de UNMP por ml en 10 min para las RNA polimerasas
I (Parte A ) y Il (Parte B ) respectivamente.
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£) Efecto de la fuerza idnica

Las RiA polimerasas | y !l de los diversos sistemas de eucariotes
estudiados exhiben curvas de activacion salina diferentes (Roeder vy
Rutter, 1969; Jacob, 1973; Schwartz y col, 1974), Similares resulta-
dos se¢ encontraron con las RHA polimzrasas de celulas de tumor asci-
tico dc Enrlich. En la Fiaura 10 se ilustra el efecto de concentra~
ciones crecientes de sulfato de amonio sobre la actividad de las RHA
polimerasas. Con DA nativo como tenmpladec 1a forma | exhibe 1a acti-
vidad Optima a una concentracion de sulfato de amonio de 4J mi, mien-
tras la forma |1, con DilA denaturalizado ccmo termnlado, muestra un o=

timo a 100 nit de la sal.
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Figura 10: Efccto de 1a concentracidn de sulfato de amonio sobra la actividad
de las WA polimecrasas.= Las prenaraciones de las iilA polimerasas
L'y Il fucron dializadas como se describe en la Fiqura 9. Exceptuando
la concentracion de sulfato de amonio que es la que se indica, la ac-
tivided de RlA polimerasa se deternind como en la Tabla IV, La activi
dad mixima (100 %) representa la incorporacidn de 234 y 370 picomoles
de VP por ml en 10 min para la RIA polimerasas | ( O—0—0O-) vy 11
( @@ ) respectivamente,
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g) Preferenciasde templado

Las RNA polimerasas purificacas por cromatoqrafia en DEAE-
Sephadex exhiben un absoluto recuerimiento de un templado exé
geno (Tabla IV). La Fioura 11 ilustra las curvas de saturaciodn
de las enzimas con DA nativo y denaturalizado de timo de ter-
nero. La RNIA polirerasa | transcribe mas eficienterente el DNA
nativo que el denaturalizado, mientras lo contraric ocurre con
la polimerasa Il. La relacidn de actividad DHA nativo / DHA de
naturalizado a saturacidén de terplado es de 2,2 para la enzima |
y de 0,2 para la enzima ||, Las curvas de saturacidn de templado
muestran que hay inhibicidn a ccacentraciones mayores de 0,3 mg/n!
para las dos formas de enzima (catos no mostrados). Similares re
sultados se han indicado para las RNA polimerasas de bazo de ratdn
inyectado y no inyectado por el virus de leuceria (Sethi y Gallo,
1975). Otros templados, en cantidades no limitantes,como el poli A,
poli A-oligo dT y el DNA de timc de ternero ''activado'' ** son trans-

criptos pobremente por ambas enzimas (datos no mostrados),

wle o%
s ey

El DNA de timo de ternero '"'activado'' fué preparado como lo describe

Franze-Fernandez y col, (1975),
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Fiqura 11: Transcrincidn relativa del DA nativo vy denaturalizado
por las A polirmerasas | y li,= Las RiA polimerasas | y Il se ob

tuvieron de la cromatografia en DEAE-Sephadex como se describe en
la Tabla IIl, El DA de timo de ternero fué preparado en una solu
cién conteniendo 0,05 M de Tris HC1 pH 7.9 y 0,05 M de KC1 y dena
turalizado por calentamiento durante 10 minutos a 98°C y enfria =
miento rapido en un bafio de hielo-sal., Exceptuando ta concentra -
cion y el estado del templado, la actividad de RiA polimerasa se
deternind como sec indica en la Tabla 1V y se expresa en picomoles
por ml de UNP incorporados en 8 minutos.( @—e—@ ) DIA nativo.
(000 ) DIA denaturalizado.



h) Sensibilidad térmica de las FNA polimerasas

Shields y Tata (1973) encontraron que las RNA polimerasas de hi
gado de rata exhibfan una sensitilidad térmica diferencial siendo
la forma | m3s termoladbil que l¢ 11. Estos resultados fueron confir
mados en otros sistemas de eucariotes(Somers y col,1975) vy proporc{g
nan una evidencia posterior distintiva de las RNA polimerasas | y II.
E! efecto del precalentamiento de las enzimas durante 10 minutos a
diferentes temperaturas se ilustra en la Fiqura 12.Mientras la RHA
polimerasa | retiene sélo el 15 % de su actividad inicial después
del precalentamiento durante 10 minutos a 43°C, la polimerasa Il re
tiene el 45 % de su actividad iricial y s6lo a temperaturas superio
res a 51°C es r3pidanente inactivada. Resultados similares se obtu-
vieron con las RHA polimerasas ce higado de rata(Shields y Tata,1973)

y de células L 6 (Somers y col, 1975).

1 T 1 ] T L 1 |

100 -

60 T -

20 -

Actividad de RHA polimerasa (%)

37 39 41 43 45 h7 L9 51

temperatura (°C)

Fiqura 12: Sensibilidad térmica de las RHA polimerasas.- Las polimerasas
Il y Il se obtuvieron de la cromatograiia en DEAE-Sephadex co=
mo se indica en 'Metodos''. Alfcuotas de 100 Lil de las prepara
ciones de cada una de las enzimas conteniendo 1,25 mg/ml de
albumina fueron incubadas a las temperaturas indicadas durante
10 minutos y luego enfriadas rdpidamente en un bafio de hielo y//
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//agua. La actividad remanente fue determinada como se indi
ca en 'Métodos' utilizando DilA nativo coro templado pa-
ra la forma | ( e ) vy DiiA denaturalizado para la for
ma Il ( 0—=0—0 ). La concentracién de sul fato de amonio
en la mezcla de reaccién era de 30 mH y 70 mM para las po
limerasas | v 1l respactivarente. La actividad se expresa
como porcentaje dc la actividad enzimdtica no sometida &
precalentanicnto. 1J0 .. renresenta la incorporacion dc
304 y 322 piconoles/rl de UitP en 10 nin para las enzimas
Il y Il respectivarente,

i) Efccte de icnes fosfato sobre la sintesis de RMNA catalizada
por las Kan polirarasas | v |

En timo de ternero (Gissinger y col, 1974) v en otras células de
eucariotes (Somers y col, 13975) se ha demostrado que la polimerasa |
es mds sensible que ia polimerasa Il a la inhihicidn por fosfato
de potasio, Similares resultados se obtuvieron con las RilA polimera

sas | y Il de células de tumor ascitico de Ehrlich (Tabla V).

TABLA V : Efecto de iones fosfato scbre la sintesis dc RHA
catalizada por las RHA polimerasas | y ||

Sintesis de RUA &

Enzima Concentracidn de Fosfato de potasio (m')
0 S 10 15 20

RN polirmerasa | 100 66 62 Ly 35

RIIA polimerasa |1 100 100 100 72 61

- La actividad de las enzimas | yll obtenidas de la cromatoqrafia en DEAE
Sephadex se determind como se indica en la Tabla IV en ausencia y presen=
cia de las cantidades indicadas de P04H2K3 “20 (pH 3). La sintesis resi -



//dual de RHA se expresa como pcrcentaje de la actividad medida en au
sencia de fosfato =100 % representa la incorporacidén de 293 v 310 Pi-

comoies/ml de UMP en 10 min para las polimerasas | v (| respectivaman=
te.

j) Comparaci?n .» las nroniedades da las AUiA rolinerasas | v 1|
de celulse o tumnr ascitico de varlica

Un resumen de las propiedades de las RiA polimerasas OHA depen-
dientes de células de tumor ascitico de Ehrlich se rmuestra en la Ta-
bla VI, Las propicdadzs do las enzirmas de estas cZlulas tumorales son
similares a las descrintas para las RNA polirerasas | v Il de otras

células de nmamifero (iocder y Rutter, 1969; Biatti y col, 1970; Jacch,

1973).

Ly

Cormnaracion 12 las propiedades de las RIA
TABLA VI polimerasas : y |l de células de tumor as
citico de Ehrlich

RNA polimerasa
Propiedad

Elucion de DLAE-Sephadex
(mM de sulfato de arnonio) 70 - Q0 220 - 250

Fuerza idnica optima

(mM de sulfato de armonio) 40 100
.- . s “n
Relacion de actividad 3 10
Mg++
DNA nativo
Relacidn de actividad 2,2 0,2

DUA denaturalizado

Sensibilidad a 1o oX=amanitina inseasible sensible

Concentracidn de ©-amanitina parc
el 507 de inhibicidon (Lg / ml) insensible 0,02
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6.- DISCUSION

En esta seccidn se ha descripto la purificacion parcial y las
propiedades de las RNA polimerasas DA dependientes de células de
tumor ascitico de Ehrlich. Las enzimas fueron solubilizadas de los
niclcos aislados por sonicacidn a alta fuerza idnica y parcialmente
purificadas por precipitacidn con sulfato de amonio y cromatografia
en DLAE-Scphadex. Dos formas de enzimas designadas 1| y 11, fueron re
sucltas por cromatografia en DEAE-Sephadex. La enzima | es insensible
a la X-amanitina, mientras la |l ¢s totalmente inhibida por muy ba-
jas concentraciones de esta toxina. Ambas enzinas exhibzn todas las
propiedades de verdaderas RIA polimerasas DHA-dependientes pues re-
quicren DA y los cuatro ribonucledsidos trifosfato para la sintesis
de productos digeribles por Rilasa. Las RilA polimerasas 1 y |l de cé-
lulas de tumor ascitico de Eihrlich soﬁ similares a las enzimas anélg_
gas de otras células de eucariotes con respecto a sus propiedades
cromatograficas, sensibilidad a la X -amanitina, fuerza idnica Sptima,
activacidn por cationes divalentes y afinidad hacia dis:intos templa-
dos (Roeder y Rutter, 1969; Blatti y col, 1970; Jacob, '973; Chambon
y col, 1974). Las dos enzimas exhiben una sensibilidad térmica diferen
cial, siendo la forma | mas termoldbil que la |l. En este sentido se
aseme jan a las enzimas an3logas de higado de rata (Shie ds y Tata, 1973)
y de células L6 (Semers y col, 1975) pero difieren de las de células KB
(Sergeant y Krsmanovic, 1973).

Huestros resultados no coinciden con los de Blair y Dommasch(1973)
»quiencs cstudiando las RHNA polimerasas de células de turor ascitico de
Ehrlich obtuvieron dos formas de RNA polimerasa || por cromatografia en
DEAE=-Sephadex. Una posible explicacion de esta discreparcia es que estos
autores utilizan un gradiente discontinuo para resolver las enzimas. Es
te gradiente, como se sabe, puede producir.artcfactos de eluciodn (Peth
cen, 1970).

En higado de ratdn adulto (Versteegh y Varner, 1973) y en ciertos
estudios realizados en higado de rata (Sajdel y Jacob, 1971), se ha des-

cripto una segunda forma de RilA polimerasa | que eluye en el volumen de
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exclusidn en la cromatograffa en DEAE-Sephadex. En células de tumor
ascitico de Ehrlich ocasionalmente observamos un pico de actividad

con las caracteristicas de la RilA polimerasa | en el volumen de ex-
clusidn, Este pico fue observado cuando las preparacicnes enzimiticas
se dializaban antes de la cromatografia, en luaar de diluirlas para
disminuir la concentracicn salina como se hacia habitualmente., También
se lo encontrd cuando los nidcleos se sonicaban deficientemente. En es
tas circunstancias no hay una buena climinacidon de los acidos nuclei-
cos (datos no mostrados). Estos resultados suairieron que la actividad
de RNA polirerasa | que eluve en el volumen de exclusida puede deberse
a la presencia de acidos nucleicos contaminantes o a diferentes estados
de agregacion de la enzima con otras proteinas celulares.,

En células de tumor ascitico de Ehrlich no encontramos evidencias de
actividad de RIA polinerasa lll. Esta forma de enzima tampoco fué detec-
tada en los nicleos aislados, ni en los homogenatos celulares totatles
(resultados no mostrados) de estas células. £€s probadble que la ausencia
de RIA polimerasa |ll en nuestras preparaciones esté relacionada a los
bajos niveles de actividad y/o a la gran inestabilidad Je esta enzima

que escapa a nuestras posibilidades de deteccion,
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EFECTO DE DIVERSOS AGENTES SOBRE LA ACTIVIDAD DE LA RHA
POLINERASA | DE CELULAS DE TUMOR ASCITICO DE EHRLICH

1.- Efecto de la privacién de aminc acides, nactanicina y tovoca-

micina sobre la actividad de l1a RiA nolircrasa | en los ndcleos

aislados.

La sTntesis de rRIA y la actividad de la RiA polimerasa | en los
ndcleos aislados de células de tumor ascitico de Ehrlich es muy sen
sible a 1a concentracidn de amino 3cidos del medio de cultivo (Franze-
Fernandez y Pogo, 1971) y a la inhibicidn de 1a sintesis de proteinas
por drogas como la cicloheximida v la pactamicina (Franze-Fernandez vy
Sanguesa, 1973; Franze-fernindez y Sangiesa, 1975). Ciertos nucleds i
dos antibidticos, como la toyocanicina,tanbién afectan la actividad
de 1a enzima | en los nicleos aistados pero por un mecanismo distinto,
ya que esta droga no inhibe la sintesis proteica (lapalucci~Espinoza
y col, en prensa).

La Figura 13 rmuestra la rdpida disminucion en la actividad de la
RHA polimerasa | en los ndcleos aislados luego de la adicidn de pac-
tamicina o toyocamicina a células previamente activadas por amino 591

dos o de transferir las células a medios privados de amino 3cidos.
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Fiqura 13: Efccto de la privacién de anino 3cidos, pactamicina y toyocamicina
sobre 1a actividad de la R\ polimerasa | en los nucieos aislanos,
Las celulas se preincubaron 60 minutos en un medio sin amino acidos,
Lueqgo las cé&lulas fueron colectadas por centrifugacion, resuspendi-
das en un medio completo e incubadas durante otros 60 minutos. Al
cabo dec este tiempo se aislaron los nicleos de una alicuota de la
suspensidon celular y se deta2rmind la actividad de la RHA polimerasa |,
Este valor corresponde a tizmpo cero (O ). Las células del incubato
restante se colectaron por zentrifugacion y se resuspendieron en un
medio completo ( ©—O—0), un un medio completo conteniendo 2 LM de
toyocamicina ( & & —A), en un medio completo con 0,25 lig/ml de pac-
tamicina (&64—A) y en un medio sin amino acidos(®=d )la incubacidn
fué continuada durante los :iempos indicados, A dichos tiempos se
aislaron los niicleos y sc deutermind la actividad de RHA polimerasa |,
Las determinaciones se realizaron a baja fuerza id6nica y en presen-
cia de 3 Lg/ml de <=amanitina y 0,400 mg/ml de heparina.




2.- Efecto de la privacion de amino 3cidos, pactamicina y toyoca=-

micina sobre la actividad de la RIA polinerasa | parcialmente

Eurificada.

En neto contraste con las rapidas fluctuacicnes observadas en la
actividad enddcena de ‘1a RNA polimerasa | en los ndcleos aislados, los
resultados de la Tabla VIl indican que la privacidon de los amino 3cidos
o el tratamiento de las céiulas con toyocanicina o pactamicina no ejer
cen ningin efecto sobre los niveles de actividad soluble de esta enzima
detectados con un templado de DiiA exdaeno en los extractos nucleares
(F2) o después de la purificacidn por cromatoqrafia en DEAE-Sephadecx
(Tabla Vi),

Por otra parte,la actividad de la RIA polircrasa Il en los ndcleos
aislados (datos no mostrados) y los niveles de actividad soluble de es
ta enzima no se modifican por la inhibicidn de la sintesis de proteinas
o la transferencia de las células a un medio carente de anino acides
(Tabla vil).

Es evidente de los resultados de la Tabla VIl que la cantidad de
RUA polimerasa | no es el factor limitante en la sintesis del rRlA,
Entonces, la unidon de la enzima al templado de DHA nuclear y/o el fun-
cionamiento & actividad de la enzima unida a éste son los aspectos

de la maquinaria sintética de RHUA que estan bajo control regulatorio.

L9



Hiveles de actividad de las RNA polimerasas solubles
TABLA VI de células transferidas a un medio con pactamicina,
sin anino 3cidos o con toyocamicina.

Actividad de RNA polimerasa

Etapa de Purificacidn Pmoles/g de «él.
| [

A Control +Pactamicina Con:rol +Pactanicina
Fraccion F2 2046 2148 56770 5200
DEAE-Sephadex 2020 2000 3600 3399

B Contro! Sin amino 3cidos Cont.rol Sin amino Acidos
Fraccion F2 3560 3570 hoay 5h82
DEAE-Scphadex 3600 3200 3975 4230

c Control +Toyocamicina Cont.rol +Toyocanicina
Fraccidn F2 3190 2983 - -
DEAE-Sephadex 3241 2971 - -

A: Las células se preincubaron 90 min en un medio completo. Al cabo de ese tiem=
~ po sc aislaron los nicleos de una alfcuots ce la suspensidn de células Yy se
purificaron las RIA polinerasas por el procecimiento descrinto en '"tétodos'' (Con
trol).Al incubato restante se le adiciond 0,25 bg/ml de pactarmicina y la incuba
cidn se continud durante 60 min, Después de ese tiempo ce procedid a purificar
las RHA polimerasas.

B El control de este experimento se realizd como en A. Las células del incubate

restante se colectaron por centrnfuoacuon se resusnendlercw en un nedio sin
amino 3cidos y se incubaron por otros 70 min, Al cabo de ese ticmpo se aislaron
los nlcleos y se purificaron las RHNA polimerasas,

C: Las células se preincubaron en un medio sin amino 3cidos durante 75 min, Al
cabo de este tiempo se tomaron alicuotas iguales de la susoensidn celular,

se centrifugaron y resuspendieron en un medic complete (Control) o en un medlo

completo conteniendo 2 UM de toyocamicina. La incubacidr. se continud por un pe-

rfodo adicional de 75 min,

Luego se aislaron los nicleos y purificaren las RHA polimerasas. La activi-
dad de RHA polimerasa se deternind a 0,10 mii de UTP, 0,C4=0,064 de sulfato de
amonio y con DNA denaturalizado como termplade. La actividad de las RHA polime-
rasas | y Il en la fraccion F2 se determind tomo descrite en la Tabla 1. La ac
tividad enzimatica estd expresada en picomoles totales cde UNMP incorporados en
RHA en 10 min. por gramo original de células.
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3.~ Propiedadas cromatoarificas de la RHA polirmerasa I: accidn de los

amine 3ctdos, inhibidores de sintesis de proteinas y tovocamicina

El perfil tipico de elucidn en la cromatoarafia en DEAE-Sephadex
de las RiA polimerasas extraidas de los nicleos de células tratadas
con pactamicina e incubadas en un medio con amino acidos se ilustra
en la Figura 14, Independientermente de las condiciones de incubacion
de las células, lo cromateqrafia en DEAE-Scohadex resuelve a las RIA
polimerasas sclubilizadas en sdlo dos picos de actividad correspondien
tes a las formas 1 yv 11, Si bien no se observen diferencias en las ca-
racteristicas de elucidn de la RiA polimerasa Il puede verse que el ni_
co de actividad de la RiA polimerasa | de células tratadas con pactaqi
cina eluye a una concentracidn rayor de sulfato de amonio que el de la
zima de nicleos control (Figura 14), Significativamente ¢l mismo corri_
miento sc encentrd en la elucidn de la enzira | de células incubadas en
un medio privado de amino 3cidos o en un medio completo con toyocamici
na (Figura 15). En base a los resultados de 5 experimentos independien
tes, se calculd que la RIA polirmerasa | extraida de los nicleos con ac-
tividad de transcripcidn disminuida eluye a una concentracidn de sulfa-
to de amonio 15,5 : 3 mH*mayor que la enzima aislada de nicleos acti{i
dos. Esta conducta de la enzima no parece ser el resultado de alteracio
nes inespecificas en el procedimiento cromatogrifico como lo indican
las siguicntes evidencias experimentales:
1) En todas las condiciones examinadas no se observaron modificaciones
en el perfil de elucion de una de las DHA polimerasas de células de tu
mor ascitico de Ehrlich que eluye en la vecindad de la RNA polimerasa |
y que fué utilizada como un marcador interno (indicado por una flecha en
la Figura 15).

Un control interno adicional lo proporciona la posicidon del pico de
elucion de la RilA polimerasa |l que tampoco se modifica por la privacidn
de amino dcidos (datos no mostrados) o la irhibicidn de la sintesis de

proteinas (Figura 14),

* Valor medio + desviacidn standard.,



-2)

RHA polimerasa (pmoles/m! x 10

Actividad de

52

0,2

0,1

w2 e ] 0,0
25

Fraccidn H°

Figqura 14: Cromatocrafia simnultinea en DEAE-Sephadex de las RHA polimerasas

solunilizacas de celulas incavadas en un radio connleto v on un
rmedio coitleto con pactanicina,= Las win polimerasas se soluoiii=
zaron de 105 nucleos de celulas incubadas en un medio completo

( 000 ) vy transferidas a un medio completo conteniendo pactani
cina ( ©&@-®)coro se indica en la Tabla VIl: A- Alicuotas de la
Fraccidon 2 correspondientes a 0,3 g de células (12-1h mg cde pro-
tefna) se cromatografiaron simultaneamente en idénticas columnas
de DEAE-Sephadex (0,9 x 7 cm), como se describe en '"1lidtodos''. La
actividad de RIA polimarasa sc determind como se indica en la Fi-
gura 3. (=< ) Concentra:idn de sulfato de amonio.

Sulfato de Anonio (1Y)

Jer

entracion d¢

Conc
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Fiqura 15: Efecto de la tovocamicina y de la privacion de los amino acides

- -

sobre las caracteristicas Ccronatcaraficas on oL n=Sesadax -

AL BL

la Riin poliiorasa |,= Las celulas fueron preincubadas o) riin,

en un nedio sin anino dcidos y lueqo se transfiricron a los dis-
tintos rm>dios que se indicon mas adelante,en 1os cuales fucron
incubadas 75 min, Al cabo ce ese tiempo se colectaron las células,
se aislaron los niclcos y se purificaron las RIA polimarasas coro

se describe e¢n '"Ctodos''. NMlTcuotas de la Fraccidn F2, corresnan=
dientes a 1 g de células ircubadas en un medio completo(©0—0—0 ),
en un tedio completo + 2 L' de toyocamicina ( &—e—@ ) y cn un ro-
dio sin anino dcidos ( &—&—A8) se cromatografiaron simultineamente
en idénticas colunnas de DEAE-Sephadex (0,9 x 9 cm) como s¢ descri-
be en "I'Ctodos'', Las enzimas se ecluyeron aplicando un gradiente
lincal de sulfato de anonio 0,05 a 0,22 ! en Buffer A, Por las co-
racteristicas del gradiente utilizado no eluyd la RHA polirarasa 1l.,
La actividad dec RHIA polimerasa se detcrmind como se indica en lta Fi
gura 3, pero usando DUA nativo como templado. La actividad de DUA
polimerasa sc determind en alicuotas de 20 i1 como se descrioe en
"itodos''. Lo posicidn del pico de BHA polimerasa en los diferent s
gradientes fue coincidente y se indica por una flecha, (»s—— ) Concen
trocion de sulfato de amonio. -
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Fiqura 16:

Fraceion il°

Recromatoarafia en DEAE=-Sephadex de la R!IA polimerasa | aislada

de células incuvadas en un rnedio comdleto y en un medio comvicto

con paciui:icina.= Las iisA polimerasas se solubilizaron de ics nf

cleos de células incubadas en un medio completo y con pactamicina
como se describe en 1a Tabla VII A, Alicuotas de la Fraccidn F2
correspordientes a 0,75 g ce células se cromatografiaron simulti-
neancnte en DEAE-Sephadex en las condiciones indicadas en ta Figu
ra 15. Las fracciones correspondientes a los picos de actividad
de la RHA polimerasa | de células control ( 0—0—0) y tratadas con
pactamicina (®—e—® )se reunieron y se recromatoarafiaron unredla
tamente en idénticas columnas de DEAL-Sephadex en las mismas condu
ciones en que se realizd le primera cromatograffa. La actividad di
RIIA polimerasa se determiné como se indica en la Figura 3, {—=—w— )
Concentracidn de sulfato de amonio,
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2) Las caracteristicas de elucidn de la NHA polimerasa | extraida de

los ndcleos de cClulas incubadas con pactamicira y de los correspondien

tes ndcleos control se mantiencn deshués de la recromatografia en DEAE-

Sephadex (Figura 16) o cuando la cromatecsrafia en DEAE-Sephadex fué rea-

lizada despucs de sonater a las enzimas solubilizadas a une etapa previa

de purificacidn por sedifientacidn en aradientesde glicerol (Fiquras 17

v 18).

Fiqura 17:

800 L

600 |-

Loo

200 |-

Actividad de RWA polimerasa(picomoles/ml)

Fraccion N°

Sedirantacidn en nrndicntcs de alicerol de las RIA polimerasas soltu-

piliralos da celulas ircubiaidas cn un redio ceiplato y en un r - io

corpleto con ﬁactrnicuna. Las i polimerasas se solubilizarcn de

Tos nuclecs de celulas incubadas en un medio completo (O—O0—0 )y en
un medio completo con pactanicina ( &—@—®)en las mismas condiciones
que sc indican en la Tabla VIl A, Alfcuotas de la Fraccidn F2 corres
pondientes a 0,5 g de células (7 -8 mng de protelna) fueron sedimenta-
das en paralelo en gradicentes de glicerol(15-30 %) como se describe

en 'Métodns''. La actividad de RIIA pollncrasa se determind como se in
dica en 1la Flgura 3. La concentracidn de sulfato de amonio en la mez
cla de reaccion fué de 25 mM, -
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Figura 18: Cromatografia simultanea en DEAE-Sephadex de las RNA polimerasas
aisladas de colulas ceontrol y tratadas con pactamicina y purifi=
cadas previamente por sedirmentacion en qgradientes de qlicerol,

Las fracciones con actividad enzinatica obtenidas de ta sedimenta-
cidén en cada uno de los gradientes de glicerol ilustrados en la
Figura 16 se reunicron separadamente y se aplicaron directamente

a idénticas columnas de DEAE-Sephadex (0,9x7,5 cm).Las enzimas se
eluyeron aplicando un gradicnte lineal de sulfato de amonio 0,051
a 0,22M en Buffer A, Por las caracteristicas del gradiente no se
eluyd a 1a RHA polimerasa Il. La actividad de RMA polimerasa se
determind como se indica en la Figura 3. Actividad de RHA polimera
sa | extrafda de células incubadas en un medio completo (0—0—0)y

en un medio completo con pactamicina( ®#—e—®). Concentracidn de sul
fato de amonio ( +—=—w ),

La modificacion en la conducta cromatogréifica es, hasta ahora, la inica
diferencia cualitativa que se pudo detectar entre las RNA polimerasas | ex-
tratdas de niclecos con distinta capacidad de transcripcidn del rRNA, Otras
p ropiedades, como preferencias de templado, fuerza idonica optima y requeri
mientos de cationes divalentes,son idénticas {resultados no mostrados).
Cuando se compard la estabilidad térmica de las enzimas (en experimentos si-
milares a los descriptos en la Figura 12) se encontraron pequefas diferen-

cias de comportamiecnto que no pudimos asignarle un valor significativo (re-
sultados no mostrados).
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4,~ Resolucidn de dos formas de RNA polimerasa | por crcomatocrafia

en Fosfocelulosa.

Por cromatografia en Fosfocelulosa de extractos nucleares de cd
lulas hepiticas (Chesterton y Butterworth, 1971) y de hepatoma de
Hovikoff (Froechner y Bonner, 1973) se han resuelto dos formas de RHA
polimerasa |, designadas IA y 1B (3 Al y All), Ambas formas de enzi
ma no son separables por cromatografia en DEAE=Sephadax o DEAE-celﬂ
losa y exhiben similares propiecdades cataliticas (loupar y Chester-
ton, 1975). Recienterente se ha esneculado que estas dos formas en-
zimdticas puedan corresponder a dos estados funcionales distintos
de la polimerasa | (Chesterton y col, 1975).Una forma, por ejemplo,
podria representar a la enzima derivada de los complejos de transcrip
cidon, mientras la otra a la enzima libre o disociada del templaco.La
modulacidn de la actividod de la RHA polimerasa | se lograria por
transicion de una forma enzimdtica en otra. Si esto fuera asf, una in
terconversion de una forma en otra podria ser la causa del diferente
comportamiento cromatoqrafico en DIAE-Sephadex exhibido por 1a polimzs
rasa | extraida de niicleos con distinta actividad de transcripcidn.
Con la finalidad de examinar esta »osibilidad se analizaron los ex-
tractos nucleares de células control y con sintesis proteica inhibida
por cromatografia en Fosfocelulosa, en las condiciones descriptas Pa
ra la resolucidn de las especies |\ y IB de hTgado de rata (Chesterton
y Butterworth, 1971). En ambos extractos, independientemente de la ca=-
p acidad de sintesis del rRUA, se encontraron las dos formas de poliqg
rasa | vy eﬁ la misma proporcidn (Figura 19). Un resultado similar se
obtuvo cuando sec cromatografiaron 2n Fosfocelulosa los extractos nu-
cleares de células incubadas en un medio completo y privadas de amino
dcidos (resultados no mostrados). Por lo tanto, si estas dos formas
de RNA polimerasa | tienen algin significado bioldgico, no parece ser

el postulado por Chesterton y col,{1975),
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Figura 19: Cronatoarafia simultanea en Fosfocelulosa de las RHA polimarasas

solutilizadas do cclulas incuzadas en un redio complato y r7n
pactanicina.= Altcuotas dec la Fraccion F2 (10-12 ng de protcina)
obtenidas de cflulas incubadas en un medio completo ( O—0—0) vy
con pactanicina (@6—e—®) como se indica en la Tabla VII A -
sc cromatoqgrafiaron en idéaticas columnas de Fosfocelulosa secin
se detalla en''todosV'-La 3ctividad de RUA polimerasa se doterni
né en presencia de 3,01 mM UTP, DilA denaturalizado y 2 lg/nl de
X ~amanitinae con la finalidad de innibir a la polimerasa 1l cuva
elucidn es coincidente con la polimerasa |. La concentracidn de
KC! en la mezcla de reaccidn fue la resultante de la dilucidn de
alTcuotas de 10 Ll de cada una de las fracciones en el voluren fi
nal de 50 bl de la mezcla de reaccidn indicada en '"'!étodos''.
(=) Concentracién de ¢ oruro de potasio,
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5.~ DISCUSION

Un aspecto novedoso de estos estudios es la demostracion de que
la velocidad de sintesis del rRHNA no estd simplemente relacionada o
controlada por los niveles de RHA polimerasa |. Que la cantidad de
polimerasa | no es el comnonente limitante en la sintesis del rRHA
es particularmente obvio de la observacion que los niveles de acti.
vidad soluble de esta enzima no se modifican luego de la inhibicidn
total de la sintesis de protetnas, orivacion de amino &cidos o por
la incubacidn de las células con toyocamicina, condiciones éstas
que conducen a una rapida disminuci3n en la actividad de esta enzima
en los nicleos aislados, lluestros resultados estdn en desacuerdo con
los de Yu y Feigelson (1372) cquienes encontraron, luego de la admi-
nistracion de ciclohexinida a ratas, una rapida disminucidon en la ac
tividad dc l'a RHA polimerasa | en el nucleolo aislado de niaado, me-
dida con un templado exGoeno y cuando la traenscripcidn enddagena era
bloqueada por actinomicina. Estos austores concluyeron de sus resulqi
dos que la enzirma misma & algln componente polipeptidico del sistera
de RNA polimerasa | tiene un alto reocambio (vida media 1,3 horas) vy
que la velocidad de sintesis del rRilA dependeria de la cantidad de en
zima sintetizada. Sin embargo, Benacke y col {1973)no encontraron can
bios en la cantidad de RilA polimeraza | hepdtica después de varias hc-
ras de la administracion de cicloheximida a ratas, Nosotros encontramos
que,si bien en células de tumor asc tico de Ehrlich hay una rapida dis-
minucion en la actividad de la RHA polimerasa | en los ndcleos aislados
luego de la inhibicién de la sintesis proteica, esta disminucidn no e¢s
la consccuencia del alto recambio de la enzima., Resultados similares
se han descripto m3s recientemente ¢n levadura (Gross y Pogo, 1974) vy
en células HelLa (Chesterton y col, 1975), Por lo tanto, la cantidad de
RiIA polimerasa | no parece ser el factor limitante en el control de
la transcripcidon del rRHA en diversos sistemas de eucariotes.

Los niveles de RHA polimerasa | soluble parecen estar aumentados

en ciertas condiciones fisiol8gicas asociadas con un aumento en la ve
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locidad de crecimiento y biosintesis de proteinas, como es el caso
de ciertas células o tejidos en respuesta a estimulos hormonales &
de crecimiento., Se han citado ejemplos en hiaado de rata luego de la
parcial hepatectomia (yu, 1975), er oviducto de nolio después de
24 hs. de tratamiento con estradiol (Cox y <ol, 1573) o en linfoci-
tos luego de cuatro dias de expasicion a fitoiemaelutinina (Jaehning
y col, 1975). Tales élteracioncs en los niveles de enzira soluble,
sin embargo, pueden reflejar carbics adaptatives a lergo plazo y ro
descartan la posible accidn do otros factorcs reaulatorios a plazos nis
cortos. En relacidon con esto Glriric es da notar aque cuando las c€lulas
de tumor ascitico de Ehrlicih son incubadas 3 horas en un nedio cen L*j-
no acidos hay un aumento de 5-5 veces en la actividad de la RUA poli-a
rasa | en los nicleos aisladns con respecto a 'a actividad en nicleos
aislados de células no incubadas. Sin embargo, hay sélo un aumento de
1,5 veces en la actividad soluble d: esta enzira, suciricendo que en
adicidn a nueva sintesis dc enzima hay estirulacidn de la actividad
(datos no mostrados). Huestros resultados sugieren que los cambios pi
pidos en la transcripcion del rRiA por accion de distintos agentes
presumiblenente involucran una modulacidn en la sctividad de moléculas
de RNA polimerasa preexistentes. Lsta modulacidn podria ser la consc-
cuencia de la sintesis y deqradacidn de un factor activador proteico
que regularia la actividad de la enzima cuando €sta transcribe especi
ficamente los genes ribosormales. Otra posibilidad saria que esta modu
lacion sea el resultado de la modificacidn de alguna subunidad de la
enzima, por ejemplo por fosforilacidon. En estec sentido es importante
mencionar el reciente hallazgo de que ciertas subunidades de 1la RNA
polimerasa | de levadura son fosforiladas in vivo (Bell y col, 1976).
La posibilidad de una modulacidén de la actividad por modificacicn
de las subunidades de la ¢nzima es atractiva, La actividad de muchas
enzimas es controlada de esta manera (Rubin y Rosen, 1975). La fosfg

rilacion de las subunidades B y B' dJe la RNA polirerasa de Escheri=

chia coli durante la infeccidn por facos T7 se ha implicado en el con
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trol de la transcripcidon temprana del DHA T7 (Zilling y col, 1975).
Sin embargo,modificaciones regulatcrias similares no se han descripto,.
hasta el mormento, en las RilA polimerasas de cucariotes,

La demostracidon de que la polimerasa | obtenida de células tra-
tadas con agentes que conducen 3 una rapida disminucidn en la trans
cripcidn del rRilA exhibe una conducta cromatoqrafica diferente a la
enzima aislada dec cClulas que transcriben activarmente, sugiere que la
modulacion de la actividad podria ser la consccuencia de algin tipo
de modificacion en la enzima., S6lo una comparacidn de la estructura
molecular de la RiiA polimerasa | purificada de células tratadas con
agentes que de diversa forma afectan la transcripcidon del rRIA, per-
mitirad determinar si la enzima esté modificada y cual es la naturale
za, si existe, de dicha modificacién., Un prerequisito para abordar es
te estudio es disponer de un método de purificacidn que posibilite la
obtencidn de cantidades discretas d2 enzima altamente purificada.

Como la RHNA polimerasa | de células de tumor ascitico de Ehrlich
no habfa sido purificada se procedid a desarrollar el método de puri

ficacidn total de csta enzima., Su dascripcidn se detalla en la PARTE
[
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RESUMEN DE LA PARTE |

Las RIlA polimerasas DA dependientes fueron solubilizadas y
parcialmente purificadas de los nicleos aislados de células

de tumor ascitico de Ehrlich, con una alta y reproducible re
cuperacion de la actividad enzim3tica. Por cromatografia en
DEAE=-Sephsdex se resolvieron dos formas de enzima designadas

I 'y Il. La polirerasa | es totalmente resistente a la o -ama
nitina mientras la pelicrerasa 1l es sensible a muy bajas con
centraciones de la droga. Ademds, las enzimas | y |1 fueron
distinguidas por otros criterios incluyendo preferencias de
templado, fuerza iénica Sptima, requerimientos de cationes
divalentes y terroestabilidad, Con respecto a estas propieda=
des, las polirerasas | y |l de céiulas de tumor ascitico de Ehr
lich son sinilares a las clases | y |l de RHA polimerasa defini
das cn otros sistemas de eucariotes (Blatti y col, 1970; Jacob,
1973; Chambon y col, 1974).

El método de purificacion se aplicd al aislamient> de las RHA
polimerasas de células incubadas con y sin amino 3cidos, con in
hibidores de 1a sintesis de protefnas {(pactamicina) y con cier-
tos analogos de la adenosina como la toyocamicina. Si bien se
observd una ripida disminucidn en la actividad de 1a RHA poline
rasa | en los niclcos aislados luego de transferir las células

a un medio sin amino dcidos o de adicionarles pactamicina & toyo
camicina, no sec encontraron diferencias en los niveles de acti-
vidad soluble de la enzima extraida de estos nicleos y de los co
rrespondientes nicleos control, Estos resultados indicaron que
la cantidad de enzima no es el componente limitante en la trans-
cripcidn del rRUA,

Por otra parte,la polirerasa | obtenida de nicleos con actividad

de transcripcion disminuida exhibia una conducta cromatografica
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diferente a 1a de la enzima obtenida de niicleos activados. Este
hecho sugirid que la capacidad de la RUA polimerasa | para trans
cribir los genes ribosomales estaria disninuida como consecuen-
cia de una modificacidén en Ia-enzima. La polimerasa alterada,
sin embargo, no podrTa revelar ninguna diferencia en la activi-

dad cuando utiliza un BNA inespecifico.
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PARTLE i

INTRODUCCION

La RNA polimerasa |l ha sido purificada hasta homogeneidad

en numerosos sistemas de eucariotes (Chambon, 1974; Chambon,1975).
Sin embargo, la comparativamente mayor labilidad de la RUA polime-
rasa | ha determinado que la purificacion total de esta enzima se
haya logrado, hasta el mcmento, sclamente en timo de ternero (hi-
ssinger y Chambon, 1972), mielona de ratdn (Schwartz y Roeder,1974),
higado de rata (Coupar y Chesterton, 1975) v en ciertos cucariotes
inferiores incluyendo levadura (Buhler y col, 1974; Valenzuela y

col, 1976), Physarum polycechalun (Gernicki y col, 1974) y Mucor

rouxi (Young y Vhiteley, 1975). En estos sistemas la actividad
especifica de la RIUA polirerasa | altamente purificada expresada

en pmoles de UNP incorporados/mg de proteina en 10 min, varia de
200,000 a 400,000, mientras la recuperacidn final de la actividad
enzimitica en procedimiento de purificacidn total varia entre 2 y 157,
En base a estos datos, si se ticne en cuenta que la actividad de la
polimerasa | en los extractos nuclcares de células de tumor ascitico
de Ehrlich, expresada en picomoles de UMP incorporados en 10 min por
gramo de células, es de 2000 a h00) y suponiendo una recuperacion
final de un 10 % se estimd que se requerirfan 50 a 100 g de células
para la obtencidn de 50 a 100 Lg d2 enzima altamente purificada,

La gran inestabilidad de la RiA polimerasa | resultd una de tas
mayores dificultades que se presen:aron en el desarrollo del proce-
dimiento de purificacion. A difercacia de lo que ocurre con la puri
ficacidn de otras enzimas donde es posible estudiar las diferentes
etapas del proceso a partir de una reserva de enzima purificada has~
ta la etapa antcrior, con 1a polim:rasa | se debid estudiar cada

nueva etapa sin interrupcidn a partir de los niicleos o células con-
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geladas. Por otra parte, hubo que tener en cuenta la ya mencionada
tendencia de esta enzima a interactuar con otras proteinas cromo-
somicas y la baja concentracidn relativa de enzima con respecto a

la proteina cclular total. La obtencién de ura preparacidn de enzi

ma altamente purificada reguirid, entornces, ademas de la eficiente
extraccidn dz la misria de la matriz erorosoral, la aplicacidn de
nurerosas etapas de purificacién v la estabilizacidén d2 la actividad
enzimatica 2 lo largo de todo el proceso, Por este motivo desarrolla
mos dos métodos de purificaci®n alternativos partiendo de la cantidad
minima de células quz posibilitara la aplicacion de las sucesivas eta
pas. En 1a primera Seccién se describen y comparan los resultados de
la aplicacidn dea estos dos métedos de purificacidn, Este estudio pre-
vio sentd las pbases para el desarrollo del método final de purificacion

de la RilA polimerasa |, que se describe en la sequnda 3eccidn,
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ESTUDIOS PRELIMIVARES AL DESARROLLO DE UH METODO DE PURIFICACION
DE LA RHA POLIMERASA | DE CELULAS DE TUMOR ASCITICO DE EHRLICH

Hateriales y Métodos

A -

La QAL-Sephadex A~25, CH-Sephadex A-25, Sephadex (~200 vy Scphi
rose 6B se obtuvieron de Pharmacia. La acrilamida, bisacrilami
da y el TEMED de Eastman,el Coomassie Brilliant blue de Sigma

Chemical Co. E1 origen dc los restantes reactivos se indica en

la Seccidn '"Materiales y Métodos'' de la PARTE |,

Hétodos

1.- Células

La obtencidon de las células de tumor asclftico de Ehrlich y
purificacidén de los nicleos sc rcalizd como se describe en la
Scccidn ''Materiales y Nétodos'' de la PARTE I. Sin embargo, debi
do a la elevada cantidad de células requeridas para la purifiqi
cién total de la RHA polimerasa |, éstas fucron ccngeladas antes
de ser sometidas a los procedimientos usuales de fraccionamiento
celular, Para ello,las células extraidas de la cavidad peritoneal
de ratones y lavadas como se indicd previamente (FARTE I,"Haterig
les vy H§t0d0§), se resuspendieron en un medio con amino acidos
contenicndo 20 % de glicerol y se congelaron rapidamente a -80°C.
Las cclulas asi congeladas mantienen su viabilidad por lo menos du

rante 3 meses.

2.= Soluciones
A menos que se especifique otra cosa, la composicidn de los

Buffers A, By C es la misma que se indicd previamente(PARTE |,

. . - ’
Materiales vy Hctodos).



3.~ Tratamiento de las resinas de intercambio iénico

La DtAt-Sephadex A-25 y Fosfocelulosa P-11 fueron tratadas
como se describid en 'Materiales y !‘étodos'' de la PARTE | y
equilibradas antes de su uso con 5 voldmenes del pbuffer que se
indica., Otros intercarbiadores idnicos utilizados, como QAE-SE_
phadex A-25 y CM=Sephadex,fueron somctidcs respectivamente a
los mismos tratamientos indicados para la DEAE=Scphadex A=25

y Fosfocelulosa P-11,

h,- Determinaciéa da la activicad de RUA polirarasa

Las determinzcicnes deo la actividad de RNA polimerasa se rea
lizaron en un volurmen final de 50 Ll como se indica en la Seccidn
"Matcriales y Métodos' de la PARTE |, pero utilizando DIA nativo
como templado. La concentracior de sulfato de amonio en la rmez-
cla de rcaccién variaba de 0,02 11 3 0,06 M dependiendo del expe-
rimento, Las reacciones fueron iniciadas por la adicidn de 10 1!
de enzima. Sin embargo,en las fracciones de enzima altamente con
centradas, ya sea por precipitzcién con sulfato de amonio o por
cromatografia en Fosfocelulosa,se utilizaron 3 Ll de enzima que
fueron dilufdos a 10 L1 de volumen final con el buffer apropiado.
Despucs de un periodo de incubzcidn de 19 min a 37°C,las reaccio~
nes fueron terminadas y la incorporacion de [3H] UMP en RNA fue
medida como se describid previamente (''Nateriales y Métodos'', PAR
TE |), Esta mezcla de rcaccidn contenfa cantidades limitantes de
UTP (0,01 mit) y fue utilizada en los ensayos de rutina. Sin embar
go, cuondo se midieron las actividades especificas de las diferen-
tes fracciones la concentracidn de UTP se elevd a un nivel satu-
rante de 0,10 m4 (ver PARTE 1). Una unidad de enzima representa
la incorporacidon de 1 nmol de UMP en RHA en 10 min a 37°C cuando
la concentracidn de UTP en la m2zcla de reaccidn no era limitante,

La actividad especifica se exprz2sa en unidades por mg de proteina.
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5.~ Determinacidn de proteinas

La concentracidén de proteinas fue determinada por el método de
Hirs (1967). Antes de ser analizadas, las rmuestras fueron dializa-
das extensivamente contra Clila 50 mit y 2=nerzaptoetanol 15 mi, Sero
alblnmina bovina cristalina fué utilizada como standard.Utilizando
este procedimiento se detectan hasta 2 lg de proteina,siendo su sen

sibilidad mayor gue la del m3todo de Lowry (1951).

6.~ Elcctrotoresis en az2les de poliacrilanida

AN fcuotas de las fracciones de RIA pelimerasa | purificada de a
cucrdo a los procedimicntos que se indican en Resultados, fueron ana
lizadas por electroforesis en geles con 5 7 de acrilamida, a menos
que se¢ indique otra cosa, v en condicicnes no denaturalizantes de
acuerdo al proccdimiento descripto por Maizel (1953). Cuando se indi
ca, las fracciones dc¢ enzima fueron previamente concentradas por dia
lisis contra polietilenglicol durante U=5 horas antes de ser analiza
das electroforéticamente. Las electroforesis se realizaron a 23°C vy
2,5 ma/gel (voltaje aprox. 270 volts) durante 5=6 horas. Los geles,
previa fijacién con tricloroacético (TCA) 12,57 w/v, fueron tefidos a
temperatura ambiente con 0,305% de Coomassie B8rilliant Blue R en TCA
12,5 % durante 14-16 horas y destefiidos con acido acético 7%5. Este
método de tincidn permite 1a deteccidn de menos de 1 bg de protefna
(Franze-Fernandez y col, 1970).

7.= Purificacion de la RNA polimerasa |: descrincion de dos métodos
alternatives

Todas las etapas se realizaron a 0-h°C. En ambos métodos las RHA
polimerasas-se solubilizaron de los nicleos de 26-30 g de células,
y la Fraccidn F2 se obtuvo por los procedinientos descriptos en la
Seccidn '"lateriales y Hétodos' de la PARTE .
a) nétode A

Primera etapa: Cromatoarafia en DEAE-Sephadex

Lo Fraccion F2 obtenida de 30 g de células se diluyd con Buffer A

modi ficado ya que contenia 10 de glicerol, hasta que la concentra-
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cion de sulfato de amonio fue de 0,05 M y lueqgo se aplicd a una columna
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de DEAE-Sephadex A=25 (4,4 x 10 cm), previamente equilibrada con
Buffer A conteniendo 10% de glicerol y 0,05 M de sulfato de amonio.
La columna fué lavada con 100 ml! del mismo buffer y eluida con un
gradiente lineal de 0,05 M a 0,4 M de sulfato de amonio en Buffer A
con 10 i; de glicerol(Volumen total del gradiente= 500 ml), El flujo
aplicado a la columna fuc de 180 mi/h y se colectaron fracciones de
18 ml. Las fracciones correspondientes al pico de actividad de la RiA
polimerasa | se reunieron (Fraccion FA3) y se cromatografiaron inme-

diatamente en Fosfocelulosa,

Sequnda etana: Prirera Cromatoarafia en Fosfocelulosa

La Fraccidn FA3,con una conductividad equivalente a 0,075 M de sql
fato de amonio,fue aplicada auna columna de Fosfocelulosa(l,7x5cmlpqi
viamente equilibrada con Buffer B conteniendo 0,071 de sulfato de ario
nio,y eluida con 5 vollmenes de colurina de un qgradiente lincal de
0,071 a 0,6 1 de sulfato de amonio en Buffer B, E! flujo aplicado a la
columna fue de 6 ml/h y se colectaron fracciones de 1,2 ml. Las frac-

c iones con actividad enzimitica se reunieron y precipitaron por el aere
gado de 0,42 g/ml de sulfato de amonio, El precipitado se colactd cor
centrifugacion durante 1 hora a 30.000 rpm en el rotor 30 de la ultra-

centrifuga Spinco L y se diluyS en 3,8 ml de Buffer B conteniendo 2mM
HgCl2 (Fraccidon FAL),

Tercera etapa: Cromatoarafia en QAEL-Senhadex

La Fraccidon FAL se diluyd con Buffer A hasta una concentracion de
sulfato de amonio de 0,075 11 y se adsorbid a una columna de QAE-Scpﬁi
dex A-25 (0,85 x 8 cm) previamente equilibrada con Buffer A contenien
do 0,07 H sulfato de amonio. La actividad de RHA polimerasa | se eluyd
a 5 ml/h con un gradiente lineal de 0,071 a 0,4M de sulfato de amonio
en Buffer B (Vol.Total: 24 ml) vy se colectaron fracciones de 0,56 ml,
Las fracciones con actividad enzimitica se reunieron (Fraccidn FA5) vy

se utilizaron inmediatamente en la proxima etapa.
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Cuarta etana: Seaunda Cromatcarafia en Fosfocclulosa

La Fraccion FAS se diluyd con Buaffer B hasta una conductividad
equivalenfe a 0,375 !t de sulfato dz amonio y sc aplico a una colun
na de Fesfocelulcsa P=11 (0,9 x 3 cm) previarente equilibrada con
Buffer & conteniando 0,07 'i sulfato de amonio. La actividad enzimd
tica se eluyd a 4,5 mi/h aplicando un gradiente lineal de 0,07 a
0,5 M de sulfato de amonio en Buffer B (Vol.total: 12 ml) y se co
lectarcn fraccicnas de 3,3 »nl. En 2sta Gltima etapa las fraccicnes
correspondientes ai pico de actividad se reunieron separadanente
en 3 frecciones, dasianadas FAd, FA7 y FA3, tal comeo se describira

posteriormente en la Figura 22,

b) liétodo i

Prirara etara: Cromatoaraffa en DEAE=-Sephadex

La Frsccifn F2 ootenida de 20 q de cflulas fue cromatoarafiada en
una columna de DEAE-Sephadex A=25 e¢n idénticas condicinnes a las des.
criptas en el !'‘¢todo A,salvo que c¢i buffer de elucion contenia la
concentracidn habitual de alicerol (30%). En esta etapa las fracciones
correspondientes al pico de activicad de la RIA polimerasa | se recu-

nieron {Fraccién Fi3) y la purifici.cidn se centinud inmadiatamente.

Sequnda ctana: Price:ra Cromatoarafia en QAE-Senhadex

La Fraccion FB3 con una conductividad equivalente a 0,075 M de 5ql
fato dc awcnio se adsorbid a una columna de QAE=-Sephadesx A=25(1,5x22cm)
previamente equilibrada con Buffer A 0,071 sulfato de amonio. La resi-
na fue lavada con un volurmen de colurmna del buffer de equilibracion v
la actividad de A polimerasa | fué eluida con un gradiente lineal de
0,07 1 a 0,311 de sulfato de amonio en Buffer A, El flujo aplicado &
la columna fue de 20 ml/h y se colectaron fracciones de 4,2 ml.Las
fracciones con actividad enzimdtica se reunicron (Fraccidn FBA4) y se

congelaron a -80°C durante 12 horas.,

Tercera etana: Scaunda Cromatoarafia en AL=Sephadex

La Fraccidon Fuli fud dilufda con Buffer A hasta que la concentracidn

de sulfato de anonio fué de 0,075 y aplicada a2 una columna de QAS-S2
phadex A=25 (2,4xh cm) previamente cquilibrada con Buffer A contenicndo



0,07 K de sulfato de amonio, La columna fué lavada con dos vol, de
columna cel mismo buffer.La actividad de RiIA polimarasa se eluyd
con Buffer A conteniendo 0,21 sulfato de amonio. A es<a concentra
cion salina la enzima eluye en un volumen de 15 ml, E1 flujo apli
cado a la colurmna fue de 40 ml/h y se colectaron fracc:icnes de
3,75 1, Las fraccioncs con actividad enzimatica se rcunicron v to
de la actividad sc¢ precipitd con sulfato de armonio (9,h q/ml). EI
srecipitada se colectd por centrifugacidn durante 1 hora a 30,009
rpn en el rotor 30 de la ultracentrifuga Soinco L y se resuspendid

en 1,5 nl o Guffer A (Fraccidn FS5) .

Cuarta ciave: Createoratia en Senharose 68
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La Fraccicn Fij se onlicd directarente a una columa dec Sepharonse
bt (1x37 cn) cquilicrada con Buffer A conteniendo 0,2 4 sulfato de
anonio, La columna fuf cluida con el mismo buffer a 5 ml/h y se colec
taron fracciones de 0,05 ml. Las fracciones con actividad de RNA po
lincrasa se reunieron (Fraccidn FBG) y se congalaron a = 30°C duran

te 12 horas,

Quinta ctana: Tercera Croratonrafia en QAE=Sephadex

La Fraccidn Fud se diluyd hasta una conductividad equivalente do
0,07 I de sulfato de amonio y sc¢ adsorbid a una columna de QAE=Sepha
dex A=25 (0,9%x6,3 cm), previamente cquilibrada con Bufier A contenien
do 0,07 !t sulfato de arwonio, La actividad enzimatica se eluyd a 6 ml/h
con Buffer A conteniendo 0,2 i1 sulfato de amonio y se colectaron frac
ciones de 0,k ml. En esta Gltima ctapa las fracciones correspondientes
al pico de actividad se reunieron separadamente en dos fracciones, de=
s ignadas FB7 y FBO. La Fraccidn FB7 comprende las fracciones con mayor
actividad enzimdtica, la FB8 aquellas con menor actividad de RUA poli

merasa (ver Figura 25).

n
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RESULTADOS

1 = Estudio de 1as Aistintas oranas del nrocadimiento de Purificacidn:

Considaracienss frsli~inares

Para la seleccidn de las cistintas etapas del proceso de purifica=-
cidn se tuve en cuenta la caracteristica labilidad de la RHA polimera
sa 13 se tratd we comsatinilizar en cada etana una busna purificacidn
con la preservacidn de 1o actividad anzimatica. rrrovaechando el eleva
do peso molecuiar de las Lok ooiiocrasas (590,000 a 600,000 daltons)
(Charwon, 1374) en reiacidn a otras proteinas celulares, se ensayd la
anlicacifn de etapss tales cone sedimentacidon en aradicntes de glicarol
y filtracién por qgeles en Sephacex G=200 y Sepharose GB.

Por otra parte,adenas de la cromatografia en DEAC-Sephadex, ya acs
cripta en la Saccidn'"iCtodos! da la PARTE 1, se intentd incluir otras
resinas de intercarbio ic¢nico cono JAE=Sephadex, Cl=Sephadex vy Fes foce
lulosa, ésta dltirma cn difarentes condiciones a las que se indicarcn
previamente (ver '"dtodos', PAPTE 1), La eficacia relativa de cada cta
pa ful examinada en forwa prelininar, aplicindola dircctamente a los
extractos nucleares crudos o despuds de una etapa previa de purifica-
cidn por DEAE=Sephadex, Un huen qrado de purificacidn se loqrd median
te la aplicacidn de cromatoaratias en Fosfocelulosa, QAE-Scphadex vy
filtracion por agcles en Sapharose OB, La recuperacidn de actividad en
todos estos procedimientos fuc alta (50-80 %) y reproducible., EV em-
pleo de Fosfocelulosa tenfa la ventaja adicional de una elevada ca-

. -

pacidad comparada con otras resinas de intercambio idnico y de eliqL
nar dcidos nucleicos contarinantes. En carmbio, tuvo que descartarsn
la aplicacion de ctras etapas, coro sedimentacidn en gqradientes de
gliccrol, cronatoarafia  de oxclusidn en Sephadex G=200 y cromatogra
fTa de intercamio iénico an CH=Sephadex. Ern las dos primeras etapas
se cbtuvo una vaja purificacidn de la enzina, tanto si se aplicaban
a vbaja como a alta fuerza iénica. Por tromatoqrafia en CM-Sephadex

se obtuvo una naja recuparacidn de la actividad enzimdtica y los re-
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sultados no fueron reproducibles (resultados no mostrados).

2 — Descripcidon de dos métodos de purificacion alternativos de la

RUA polirerasa |

Con la finalidad de determinar cuintas y cudles eran las etapas
mas adecuadas se desarrollaron dos métodos de purificacidn alternati
vos en los cuales se incluyeron diferentes procedimientos cromatogqi
ficos. Las preparaciones de enzima obtenidas por ambos mi&todos fueron
concentradas y analizadas por electroforesis en geles de poliacrilani
da en condiciones no denaturalizantes. Esta técnica fue utilizada pa-
ra detectar la presencia de impurezas y tener una idea del peso mole-
cular de éstas. La comparacidén de les analisis electroforéticos de
las preparaciones de enzima purifi:ada por estos dos métodos permitid
evaluar la eficacia de determinados procedinientos cromatoqraficos en
la eliminacidn de ciertas proteinas contaminantes e hizo posible deli
near el método de purificacidn definitivo de la RilA polimerasa |,

A continuacidn se describen los resultados obtenidos al aplicar
dos procedimientos de purificacidon diferentes (A y B) a la RilA polire
rasa |. La primera etapa, comin en ambos consistid en una cromatoqra=
fia en DEAE-Sephadex. Esta etapa curo se indicd previamente (PARTE 1)

pernite la separacion de las polim:rasas | y I,

a) Nétodo de Purificacidon A

Un resurmen del método de purifizacion A se indica en la TablaVilli,.La
Figura 1 muestra los resultados obtenidos cuando la polimerasa | prove-
n iente de la primera cromatoqgrafia en DEAE-Sephadex fue cromatografiada
en Fosfocelulosa. En esta etapa el pico de RiA polimerasa | es ligera-
mente heterogéneo (Fioura 20). Sin embarqo no se observa la clara reso
lucidon en las dos formas de esta enzima que se encontrd cuando se cro-
matografiaron los extractos nucleaes directimente en Fosfocelulosa
(ver Fiaura 19,PARTE 1). La tercera etapa cromatografica fue la adsor-
cion de la enzima a una columna de QAE=-Secphadex y elucidn de la nisma

con un gradiente lincal de sulfato de amonio, Ciert&hheterogeneidad en



_—
o~
) | { |
o
x
E
~ -
™ o
v
o <
& —
[
& 2 |- ¢
© .
n .
o -
L [
<
E e
s -
AT
<< - A (6
E :.
o -~
- 1 b= 42! \C
3 > , §
n .
- 1.
2 o
© %
3 J0.2 2
& C
(8] o
<
19,1
0 ] i O00000¢—0 0,9
0 10 20 30

Fraccidn il°

Figura 20: Primera Cromatoqrafia e¢n Fosfocelulosa (Método A)
La Fraccion 13 (100 ml; 57 ng de proteinas)obtenida de la cro-
matografia en DEAL-Sephadex, fué cromatoqrafiada en una colu-
de Fosfocelulosa (1,7x% cm) como se describe en '"Métodns' ("' Itn-
do A). La actividad de RIA polimerasa | ( 0—0-0)se deterni-z" _ _
-en presencia de 0,01 rm* de UTP y se expresa en Picomoles/nl dé[”ﬁl
UMP incorporados en RN/ en 10 min, La concentracidn de sulfato
de amonio en ta mezcla de reaccidon fue la resultante de ta diln
cidn de alfcuotas de 10 Ll en el volumen final de 60 il de ta =
mezcla de reaccidn. La¢ fracciones correspondientes al pico »
actividad se reunicron y concentraron por precipitacion cen sulf~
to de amonio (Fraccian FAW). La Fraccién FAL fué conaelada 2 -
-80°C durante 12 horas, previa determinacién de la actividad da
RHA polinerasa v del ccntenido en protetnas., ( ) Cermcentra-
cidn de sulfato de aronio.,
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el pico de elucidn de la nolirmerasa | también se manifiesta en esta
etapa (Figura 21). La enzima obtenida de 1a columna en OAE-Sephadex
fue soretida a la etapa final de purificacidn consistente en una sc-
aunda Cronatoarafia en Fosfecelulosa. Coro se ilustra en la Figura 22
toda la actividad enzirmitica eluye en un rico homoaéneo. Esta varia-
cicn dul gredo de heterogoneidad crematearifica de la RA polimerasa |
sealn ¢l estado de purificacion dc la enzine scrd discutida en detalle
m3s adelante. En esta Gltina etapa las prireras fracciones, las centra
les vy las G1tinas correspondinntes al pico de actividad (Figqura 22)
fuercn reunidas scparadairente, cencentradas vy analizadas por clectroﬁz
resis en aqeles de poliacrilanida en condiciones no denaturalizantes
scqln se descrive en ''Itolos', Las clectroforesis se realizaron en g2
les de 5y 10 % de acrilacida nara resolver nds claramente el peso mo=
lecular de las distintas bandas de proteina. Los andlisis electroforé~
ticos seran esquenatizados y discutidos mis adelante cuando se los con
pare con los obtenidos por el m3todo B.

En la Tabla VIII se resuren los resultados obtenidos en las distintas
etapas del método de purificacidn descripto previaren-.e. Hay que daspﬁ
car que como la primera cromatograffa en CEAE-Sephadcx requeria el en
pleo de grandes voldmencs de Buffer A.que contiene 30! de glicerol y
antec cl elevado costo del mismo se decidid disminuir e¢n esta etapa su
concentracidn al 10 %. En neto contraste a los resultados previos,(ver
PARTE 1), esto determind una marcada pérdida de la actividad enzimi-
tica tanto en la Fraccion F2 lueno de su dilucidn previa a la cromato
graffa (datos no mostrados), como en €l procedimiento cromatografico

en si. Estos resultados indicaron, que independientencnte del estado

de purificacidon de la enzima,el glicerol es necesario para protegerla
de la inactivacidn y que la completa estabilizacidon se logra a una
concentracidn final de 30 % o mis. Por otra parte,la recuperacidn de

la actividad enzimdtica cn las siquientes atapas dc purificacidn es
alta (50 a 703), obteniéndose una recuperacidn final baja debido fun
darentatlmente a la pérdida inicial de 1a actividad en la primera etd

pa de cromatografia en DCAE-Scphadex,
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Figura 21: Cromatoqrafia en dAE-Seahadex (Método A)
La Fraccion Falh (3,0 nl; 9,25 o de proteina) obtenida de la Pri
mera Cronatograffia en Fosfocelulosa (Figura 20) fue cromatogra=-
fiada en una coluine de QAE-Sephadex (0,35 x 8 cm) coro se indi-
ca en 'étodos' (i!dtodc_A). La actividad de RIA polimerasa( o—o )
.s¢ determind como se describe en la Figura 20. Las fracciones con
actividad enzimdtica se reunieron (Fraccidn FAG) y se utilizaron
inmediatamente en la prixima etapa (Figura 22)previa detarminaciin
de la actividad de RIA polimerasa v del contenido en protefnecs,
( )Concentracidn de sulfato de amonio.
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Figura 22: Sequnda Cromatonrafia en Fosfocelulosa =("étodo A)
La Fraccion FAb (6 ml; 1, ma de proteina) obtenida de la cromatoqra-
grafia en QAE=-Sephadex (Fiqura 21)fue cromatoqrafiada en una sequnda
columna de Fosfocelulosa (0,9 x 3 cn) seqiin se detalla en '"étodos'
(MEtodo A), La actividad de RiA polimerasa ( -0—0- ) se determind como
sc indica en la Fiqura 20, Las fracciones correspondientes al pico de
actividad se reunicron separadamcente en las siquientes fracciones:
FA6 (1,5 ml) que comprende las fracciones 16 a 20; FA7 (3 ml), las
fracciones 21 a 30 y FAL (1,5 ml), las fracciones 31 a 35, ( ——— )Con
centracion de suifato de amonio, -
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Resumen del !iétodo A de Purificacidn de 1a RHA

TABLA VI : polimerasa ! de células de tumor ascitico de Ehrlich
Etapa de Actividad Actividad Recupe=-
P Fraccion VYol, Proteina total especifica racicn
Purificacidn ml e
it unidades unid/mg prot. %
Extracto Huclear F2 66 635 17 0,18 190
Cromatocrafia en
DEAE=Senhadax FA3 100 57 10 0,17 S
lra,Cromatografia
en Fosfocelulosa FAli 3,8 9,25 7 0,76 6
Cromatografia en
QAE-Sephadex FAS 6 1,4 y 3,00 3,6
| Fa6 1,5 - 0,35 -
2da.Cromatoqrafia FA7 3 - 2,30 - 2,4
en Fosfoceclulosa
FAS 1,5 - 0,18 -

- Los datos resumen la purificacion de la RNA polimerasa | extraida de 30 q de
células de acuerdo al Nitodo A, descripto en 'M&todes''., La actividad de RUA no
limerasa fue determinada a concentraciones saturantes de TP (0.10 mt UTP) se-
gin sec indica en '"Métodos''. La concentracidn de sulfato de amonio en la mezcla
de reaccion varid de 30 a 60 mit dependiendo de la fraccidn de enzima ensayada.
La actividad en la Fraccidn F2 fue determinada en presencia de 4 lig/nl de

& =amanitina, La actividad insensible a esta toxina corresponde a la I!A poli-
merasa }(ver PARTE 1), E! bajo contenido en proteinas de las fracciones FAG a
FAB impidid su determinacion. La definicidn de unidad de actividad se indica en
“"Métodos'',



b) Método de Furificacidn B

La Fraccidn F2 fue cromatografiada en DEAE-Sephadex en idénticas
condiciones a las indicadas en el liétodo A,salvo que el Buffer A
utilizado para diluir Ya Fraccidn F2 y eluir la columna contenia la
concentrocion habitual de 30% de g\icerol. La BHA polircrasa | obte
nida de csta prinera cromatograffa en DEAE-Sephadex se aplicd a co=
furna de QAE-~Sephadex y la enzima se eluyd con un qradiente lineal
de sulfato de amonio. El perfil de elucibn de 1a polimerasa 1 en es-
ta ctapa fue sinilar al obtenido en la cromatografia en QAC-Sephadex
del Método A (ver Figura 21),La friccidn de ecnrima ast obtenida fue
luego concentrada y purificada mediante la adsorcidn a una pequefia co
lumna de QAE-Sephadex y la elucidn con Buffer A conteniendo C,21 sul-
fato de amonio (Figura 23). Las fracciones con actividad enzimatica se
reunieron, se¢ concentraron por precipitacidon con sulfato de amonio y
se aplicaron directamente a una columna de Sepharose 68 (Figura 24),
La etapa final de este método fue la adsorcién de la enzima obtenida
de la cromatograffa en Sepharose 6E a una tercer colurna de QAE-Sepha
dex y la elucidn de la enzima,como antes, con Buffer A conteniendo
0,21 sulfato de amonio con el objeto de concentrar la preparacidn enz}
matica (Figura 25). En esta dltima etapa las fracciones del pico de ac
tividad de la polimerasa | se reunicron separadamente en 2 fracciones
(FB7 y FB8), que comprenden respectivamente las fracciones con mayor vy
menor actividad enzimdtica (Figura 25). Arbas fracciones fueron concen
tradas y analizadas en gcles de poliacrilamida en condiciones no dena-
turalizantes scgin se describid en el Hétodo A.

Un resumen del método de purificacidn descripto anteriormente se
muestra en la Tahla iX. La recuperacidn de la actividad enzimatica
en cada una de las ctapas fue en general del 60 - 70 %.La acentuada
disminucidn de la actividad cnzimitica que se observa en la sequnda
cromatografia en QAE-Scphadex no es debida a una baja recuperacidn
en la cromatografia en si, sino a 13 pérdida de un 50% de la acti-
vidad como resultado de la dilucién previa a ésta (resultados no

mostrados). Como sc¢ indica en la Ta>la IX, por este método de puri-
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Figura 23: Scqunda Cromatoaraffa en QAE-Sephadex (Método B)
La Fraccion F8h (h2ml, 3,05 mg de proteinc)obtenida de la Primera
- Cromatografia en QAE-Sephadex, fue cromatcgrafiada en una sequnda
colurmna de QAE-Sephadex (2,4 x 4 cm) seqln se detalla en el !ito-
do B descripto en '"ME@todos''. La actividad de RilA polimerasa(-0—o-)
sc determind corno se indica en la Figura 20. Las fracciones corres
pondientes al pico de actividad se reunicron y se concentraron pcr
precipitacidn con sulfato de amonio (Fraccidn FB5) y luego se de=
termind la actividad de RIA polimerasa y contenido en proteinas.
( ) Concentracion de sulfato de amonio,
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Fiqura 24: Cromatoarafia en Sepharose 68 (Método B)
La Fraccion Fos (1,5 ml; 1 g de proteina) obtenida de la Sequnda
Cromatoqraffa en QAE=Sephadex (Figura 23) fue aplicada a ura columna
de Sepharose 68 (1x37 cm) y eluida cono se describe en'!t€todos'' (13-
todo B), La actividad de RUA polimerasa (-O—0- ) sec determind coro
se indica en la Fiqura 29, Las fracciones correspondientes al pico
de actividad se reunieron (Fraccidn #B6) y se utilizaron inrmadiata-
mente en la préxima etapa de purificacidngprevia determinacidn de
la actividad de RiA polirerasa y contenido de proteinas. La flecha
indica la posicidn de elucién del Azul Dextran 2000 (Pharmacia).
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Fiqura 25: Tercera Cromatoaraffa en Q\E-Senhadex = (3todo B)

) La Fraccion Foo (7,5 mij; 9,55 ng ce protcing) obtenida de 1a Crometo-
grafia en Sepharose 68 (Finura 24) fue cromatoarafiada en una tercer
colurna en QAE-Sephadex (0,9 x 6,3 cn) como se describe en 'Hétodos"
(HEtodo B). La actividad d: RHA nolimerasa (-O—O~ ) se determind co
mo se indica en la Figura 20, Las fracciones correspondientes al pi-
co de actividad sc reunieran separadamente en dos fracciornes: la
Fraccion 737 (1,6 ml) que comprende las fracciones 8 a 11 y la FB3
(2,4 ml), las fracciones 11=16 que se indican en esta figura,

( )JConcentracidn de sulfato de aronio.
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Resumen del Método B de Purificacidn de la RHA

TABLA IX polimerasa | de células de tumor ascitico de Ehrlich
Etapa de Actividad Actividad Recupe-
P Fraccién Vol, Proteina total especifica racioén
Purificacion ml me unidades unid/mg prot. %
Extracto Huclear F2 30 405 130 0,32 100
Cromatografia en
DEAE-Sephadex FB3 108 24,75 92 3,70 70
lra.Cromatograffia
en QAE-Sephadex F84 42 3,85 74 19,20 57
2da.Cromatografia _
en QAE-Sephadex FB5 1,5 1 28 28,15 22
Cromatografia en
Sepharose 68 FB6 7,5 9,55 21 37,80 16
FB7 1,6 - 10 -

jra.Cromatografia

12
en QAE-Sephadex FB8 2,4

v
'

- Los datos resumen la purificacidn de la RNA polimerasa | extraida de 23 g de
células de acuerdo al M&todo B que se describid en '"Métodos'', La actividad de
RHA polimcrasa se determind como se iniica en la Tabla VI, E! bajo contenido

en_proteinas de las fracciones FB7 y F38 inmpidid su determinacién, La defini-
Clon de unidad de actividad se indica =n ''Métodos'',
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ficacion se recupera aproximadamente el 127 de la actividad de RHA

polimerasa | presente en los extractos nuclcares.

- Conclusiones

En la Fiqura 26 se esquematizan los analisis electroforéticos
de las fracciones de Rlin polimarasa | purificada por los !liétedos

Ay B, Los resultadcs indicaron:

1°- La presencia cn arios mftndns da una banda de novilidad electro
forética similar a la indicads nara las Tk polirmerasas nurificadas
de otras células aninales (cdircer v col, 1971; Coupar y Chester-
ton, 1975) v cuya intensidad de tincidn relativa es mayor en las
fracciones con rayor actividad enzi~itica, De estos resultados se
concluyd tentativamonte que dicha hYanda corresnonda a la RUA polirnr
rasa |. Cormo se indicard cn el Capftulo 3,ésto fué confirnado en es
tudios posteriores.,

2%= Se¢ comprobd la presencia de nrotefnas contaminantes de bajo reso
molecular (£ de 60,727 daltons) en el tGtodo A y de alto peso rola-
cular (> de 130.039 daltons) en el Nétodo B. Por lo :anto, teniendo
en cuenta los procedimicntos creomatoaraficos ermpleados en cada uno
de los Nétodos de purificacidn (Tablas VIl vy 1X), se concluyé que la
Fosfocelulosa, utilizada sélo en el iiétodo A, es una buena etapa de
purificacidn para eliminar proteinas contaninantes de alto peso mo-
lecular mientras la Sepharosa 6B, utilizada sdlo en el Néteodo B, 1o
es poara eliminar inpurezas de bajo peso nolecular,

En base a estas consideraciones se decidid utilizar en el Nétedo
de purificacidn de la RilA polinerasa |,que se describird en 1a Sec-
cion siguiente, una combinacidn de los procedimientos cromatograficos
utilizados en los métodos A y B. Adem3s, para la seleccidn de las dis-
tintas etapas asT como su secuencia se tuvieron en cuenta las sicquicn
tes ohservaciones derivadas de numcrosos experinentos preliminares,

tendientes a preservar la actividad de la R\ polimerasa | a lo largo
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HETODO A HETONO B

+«— RNA polimerasa |— =

«— LDi=Alblnina ——

FA7 FAS “B7 Fo8

O

FRACCION

| RHA polimerasa | —

— LDH -

-— Albdmina —

_ i

FAG FA7 FA8 FB7 Fo8

Fiqura 26: Electroforesis en Geles de Poliacrilamida en condiciones no denatu-

ralizantes de la RiA politarasa | purificada por los Hetodes A v 3

AlTcuotas de las fracciones de la Rii polinarasa 1 purificada por
el Hétodo A [FAG (0,12 unidades), FA7 (0,37 unidades) v FA3 (0,07
unidades) ] y por ci Itodo B [FB7 (0,45 unidades) y FB8 (0,23 u
nidadesﬂ, previamente concentradas por didlisis contra polietilen=
glicol, se analizaron por electroforesis en Geles de 5 ¥ de acrila-
mida (PARTE 1) y de 10 % de acrilamida (PARTE 11), en condiciones

no denaturalizantes, como se indica en '"Métodos''., En las figuras 22
y 25 se detalla la obtencidon de las Fracciones FAG a FAR vy de las
Fracciones FB7 y FB8 respectivamente.Las flachas indican la posicior
de nigracidn de la RIA polinerasa | y de las proteinas marcadoras
Lictico deshidrogenasa H(P!t 133,902) y Sero alblmina bovina(Pn
62,000) que fueron corridas en paralelo con las fracciones de enzi-
ma. La definicidn de unidad de enzima sc indica en '"'Hétodos'’,
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de todo el proceso de purificaciodn:

a) En todas las etapas de purificacidn estudiadas se observd que
cuanto mayor es la concentracidn de la enzima mayor cs la recupera
cidén de la actividad enzimitica. Las diluciones directas de las pre.
paraciones de enzima para alcanzar la concentracidn salina adecuada
para la fijacidon en las resinas de intercambio ibnicc resultaron en
acentuadas pcérdidas de la actividad enzimitica, por ejemplo en la
segunda cromatograffa en QAEL=-Sephadex (iétodo B, Tabla IX).Por lo
tanto sc estudid la posibilidad de disminuir la concentracidn sa-
lina por dialisis. Sin embargo,la dialisis de fracciones muy impu
ras como la Fraccidn F2 con elevada concentracidn de protcinas, de
termina la asociacion inespecifica e irreversible de la RNA polime
rasa | a otras proteinas celulares, presumiblemente bdsicas, alte
rando su comportaniento cromatoarafico. Por otra parte, la didlisis
de fracciones en estado avanzado de purificacidon contra un buffer
con la concentracidn requerida de glicerol (30% = h0%) para estabi-
lizar la enzima, es un proceso sumamente lento que resulta en una
pérdida del 60% de la actividad. Fue necesario entonczs, descartar
la dialisis como procedimicnto para disminuir la concentracion sa-
lina. Para diluir al minimo las muestras de enzima a aplicar en las
diversas columnas de resinas de intercambio idnico, sz dispuso uti
lizar resinas con afinidad creciente para la RlA polinerasa | en
las sucesivas etapas de purificacién. Ademas,las diluciones de las
preparaciones de enzima para alcanzar la concentracidn salina ade-
cuada se realizaron en todos los casos en pequeias alicuotas de mo
do que la enzima estuviera diluida el menor tiempo posible.

b) Cuando fue posible (concentracidn de protefnas mayor de 0,3 mq/ml),
las fracciones con actividad enzimatica eluidas de las columnas de cro
matografia se precipitaron con sulfato de amonio y se resuspendieron
en un volumen minimo de Buffer A o B conteniendo 50 % de glicerol.
De lo contrario (concentracidn de protefnas menor de 0,3 mg/ml) se

concentraron fijandolas a una columna de Fosfocelulosa y la activi
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dad de la RNA polimerasa | se eluyd en un volumen minimo de Buffar 3
conteniendo altas concentraciones de sulfato d= aronio, De este ~o-n
se logrd aderi3s de concentrar las fraccicnes de 2nziTz urna parcicl
purificacidn de las nismas,

¢) A partir de la sequnda etapa cromate-rificn las fraccicnos elui-
das de las columnas de cromatcarafia se reconieron en tubos ceonte-

niendo glicerol de rodo que 1a corcentracidérn final dal mismo furr»
de 50-60.,

PURLTFICACION DE LA RUA POLIVENASA
£ CLLULAS Do TUNOE ASCITICT M2 EHALICH

C

Il = Materialas v Stodos

La obtencidn de Jas células de turor asci

il

tico d2 Thrlich, purificn
cidn de los niclens, las determiraziones #a la actividad de 2HA oo

izareon como se indicd

1]

rasa, de proteinas y de la conductividad sz re
previamente ('"oteriales v nétodos™ PARTE 11, tra,Scccidn), La cor »us
¢cidon de los Buffars se detalla en la Seccidn '"ateriales y Ndtodee'" a2
la PARTE |,

1} Procedinmiento de purificacidn d: la RiUA nolimerasa |

Primera etana: Solubilizacidén do ias XN naltirarasas

La solubilizacidn de las RIA polimcrasas sc reali=d de acucrdo &1 pro
cedimiento descripto en la Seccion itateriales y i'€todos de 1a PARTL |
exceptuando las siguientes modificacicnes. Los niclecos aisla:inz
50 g de células se suspendieron en 150 ml(volumen final) de Buffer €,

La suspensidn nuclear se tlevd a 0,32 1l sulfato de amonio por el zrrn-
gado de una solucidn b4t de sulfato de aronio (pH 7.7). La solucili vis=
cosa resultante fué sonicada en vo!umenes de 25 ml durante 69=70 s en
las mismas condiciones que sc indizaron previamante(''Gtodas' PARTE (),

Innediatarmcnte despuds se adicionaron 2 voldmenes da Buffer £ contniv:

do 20 ¥ de glicercl y la solucién 2e aqitd durante 30 nmin (Fraccils F1).
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El precipitado de cromatina formaco fue removido por centrifugacion
durante 120 min a 30.900 rpm en el rotor 30 de la ultracentrifuca
Spinco L. El sobrenadante conteniendo toda la actividad enzimatica
fue 1levado a casi saturacidn por la adicién de 2,42 a/ml de sulfz
.to de amonio. E1 precipitado se ccolectd por centrifucacidn a 30,270
rpm durante 70 min en el roter 30 de la ultracentrifuga Spinco L v
se resuspendid en 100 ml de Buffer A (Fraccidn F2)., Esta fraccidn se

conneld a - 70°C durante 12 horas,

Sequnda etana: Prirara Cromatcorafia en CERT-Sernhadex

La Fraccidn F2 (100 ml) corresponciente a 59 q cde células fué dilufda
con Buffer A hasta una concentracidon final de sulfato de amcnio de
0,051 y aplicada a una cclumna de DEAE-Sephadex A-25 (h,h x 18 cm)
previamente equilibrada ccn 2uffer A conteniendo 0,05" de sulfato do
amonio. La columna fué lavada con un voluren de columna de buffer de
equilibracién v eluida corn un graciente lineal de 0,05!t a 0,401 de sul
fato de amonio en Buffer A. El tamano total del aradiente fué equiva-
lente a 3 volimenes ce columna, Las fracciones correspondientes al QL
co de actividad de la RUA polimerasa | (insensible a 200 Lg/ml de

O -amanitina) se reunieron y toda la actividad enzimdtica se precipi
to por el agregado de 0,42 g/ml de sulfato de amonio. El precipitado
se colectd por centrifuqgacidén a 3C.000 rpm durante 90 min., en el ro-
tor 30 de la ultracentrifuaa Spinco L y se diluyd en 30 ml (vol,.final)

de Buffer B conteniendo 50 7 de glicerol y 2 mM *gCl Esta fraccidn

2.
(F3) fue congelada durante 12 h, a - 80°C, previa determinacidn de la

actividad enzimitica.

Tercera etana: Primer Cromatcarafia en Fosfocelulosa

La Fraccion F3 fuc diluida en Buffer B hasta una conductividad equiva-
lente a 0,075 N de sulfato de amonio y aplicada a una columna de Fosfg
celulosa P=11 (2,4 x 12 cn), previamente ewilibrada con Buffer B con-
teniendo 0,071 de sulfato de amonia. La columna fue lavada con un vo[g
men del buffer de equilibracidn y la actividad de RIA polimerasa fu?

eluida con 5 volimenes de columna de un gradiente lineal de 0,07 a 0,50
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de sulfato de amonio en Buffer B. Las fracciones centeniendo acti-
vidad de RUA polimerasa se reunieron v toda la actividad enzimﬁti_
ca se precipitd con sulfato de aronio como e¢n ia etapa precedents,
El precipitado fue resusrandido er Duffer 8 contericnae 50 % de ali

cerol y 2rit i€l (Fraccidn 74) v congelado a = "4°C duraente 12 Foras,

o)
<

Cuarts ~ta~at Senuroa Treratearafia on D50 =Sembae y

La Fraccicn b (3 1) ovtenida de la etanpa anterior se diluyd con
Buffer A hasta una concentraciie de snulfato Jdo ananio de 2,060 v se
adsortid 2 una colurss 22 DO I=3arhadex A=270 (1,0 20 12 ¢cn) enuilinr:

~ .
F= oy
‘

da cen Suffer & conionianio 2,050 da suyliato de arornio, La columna
fue lavada ceon 1,5 vold-z2nes dn ccluna del huffer de ecuilibraci
y eluida con 4 vold-enas o colurra e un aradicnte lincal de 0,75

™~

5. £l flujo

[}

a 0,351 de suifate Jo o 5vig ¢n doeff. g1icade a la ¢»

or 2
lurina fue de 26 ml/h y se colectaron fracciones de 3 »1, Con la firi
lidad de estabilizar a 1a enzima, en &sta y las sicuientes etapas, lés
fracciones eluldas do las columnas de cromatocrafia se colectarorn on
tubos conteniendo glicerol de nodc que la concentracién final del niis
mo fuecra aproxirmadarmente 59 7 (v/v). Las fracciones del pico de acti-
vidad se reunieron (Fraccidn FS) y sc¢ cromatoarafiaron inmediatar nte

en Fosfoceclulosa,

Quinta ctapa: Seaunda Crew~tonrafis an Fesfocelulesa

La Fraccidn F5 (16 ml), con una conductividad equivalente a 0,03% de
sulfato de amonio,se aplicd directarente a una columna de Fosfecelu-
losa P-11 (0,85 x 3,59 cm) previarante equilibrada con Buffer B conte
niendo 0,071 de sulfato de anmonio. La columna fue lavada con 3 vol.ﬁtl
nes del misro buffer y la enzira fue concertrada nor clucién con 7,57
de sulfato de armonio en Buffer 5. Se colectaron fracciones de 0,6 rml a
un flujo de 4,5 m1/h, Las fraccionas con actividad de RHA polimerasa se
reuniceron (Fraccidn F5) y se utilizaron inrediatamente en la préxira

cromatoarafia.
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Sexta etapa: Cromatoarafia en Seoharosa 60

La Fraccion F6 (15 ml) obtenida de la etapa precedente se aplicd a
una columna de Sepharosa 6B (1 x 35 cm) equilibrada con Buffer B cen
teniendo 0,151 de sulfato d= amonio v se eluyd con el mismo buffer
a un flujo de 3 mi/hora. Se cotectaron fracciones de 1,15 ml, Las
fracciones con actividad enzimatica se reunieron (Ffraccion F7) vy se

cromatografiaron inmediatamente en Fosfccelulosa.

Septiria etava: Tercera Cremazoaraffa on Fosfocelulosa

La Fraccion F7 (10 ml) prccecdente de la etana anterio- fué diluida
con Buffer B hasta que }a concentracion de sulfato de amonio era d=
0,075t y se adsorbid a una columna de rosfocelulosa P-11 (0,85 x 1,8cm)

previamente eqguilibrade con Buffer B conteniendc C,070M de sulfato

g2
amonio. La resina fue lavada con 3 velunenes de columna del buffer do
equilibracién y la enzima fue elufda con 7 volumenes de columna do un

gradiente lincal de 0,07 a 2,50/ de sulfato de aronio en Buffer B, Se
colectaron fracciones de 0,5 m1 y el flujo aplicado a la columna fue

de 4,5 ril/hora. Se tomaron alfcuotas iguales de cada una de las frac-
ciones para ser analizades por electroforesis en gelet de poliacrila-
mida vy el volumen restante de las fracciones con actividad enzimatica
se reunio para la determinacidn de la actividad de polimerasas v con-

tenido en proteinas.

2) Electroforesis en Geles de Poliacrilarida

AlTcuotas de algunas de las fracciones elufdas de la tercera croma
tografia en Fosfocelulosa se analizaron individualmente por electro-
foresis en geles de poliacrilamida en condiciones no denaturalizantes

como se describe en ‘'Ylateriales y Nétodos'" de la Primera Seccidn,
(PARTE 1),



Resultados y Discusion

La Tabla X resume el procedimiento de purificacion de la RNA
polimerasa |, Las RIA polimerasas fueron solubilizadas de los ni-
cleos aislados por sonicacidn a alta fuerza idnica y parcialmente
purificadas por centrifugacion diferencial y precipitacion con sul
fato de amonio, como se describe en ''Métodos''. La mayor recupera-
cidn de la actividad enzimatica en la Fraccidn F2 se debe presunmi-
blemente a la eliminacidn de corponentes inhibitorios. Las RHA po-
limerasas | y |l presentes en la Fraccién F2 fueron resueltas por
una etapa inicial de cromatografia en DEAE-Sephadex (Fiqura 27)que,
como se describid en la PARTE |, pernite la efectiva separacion de
estas dos enzimas. En esta etapa el pico de actividad de la polime
rasa | es ligeramente heterogéneo, E1 grado de heterogencidad de-
pende de la preparacidén de enzima y es indenendiente de las condi-
ciones de incubacidn dec las células (comparar Figuras 3, 14 y 15 )
Como sc indicd previamente (Primera Seccidn, PARTE Il )y 1a hetero-
gencidad de la cnzima | también se nanifiesta en la proxima etapa
de purificacidon consistente en una zromatografia en Fosfocelulosa.
Como se ilustra en la Figura 28,usualmente el pico de actividad de
la enzima presenta un '"hombro' en 1i zona de menor concentracidn sa
lina, La RNA polimerasa | fue luego purificada por una segunda cro-
matografia en DEAE-Sephadex. La enzima fue eluida de la columna uti
lizando un gradiente salino menos p-onunciado que el empleado en la
primera DEAE-Sephadex. En esta etapa de purificacidn, en la mayoria
de los cxperimentos, no se detectd beterogencidad en la enzima a pe-
sar de quc las condiciones cromatogrificas fucron mas discriminato-
rias (Figura 29). La polimerasa | e‘ufda de la columna de DEAE-Sepha
dex fué lucqgo adsorbida a una pequeiia columna de Fosfocelulosa y elqi
da con Buffer B conteniendo 0,51 de sulfato de amonio con la finali-
d ad de concentrar la preparacidn de enzima (Fiqura 30), para aplicarla

luego a una columna de Sepharose OGli. Esta Gltima columna fue desarro
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Fiqura 27: Primera Cromatoqrafia en DEAE-Senhadex

La Fraccion F2 (653 mg de proteina) obtenida cde 50 g de células fué
cromatografiada en una columna de DEAE-Sephadex (4,4 x 18 em) como

se indica en '"Métodos''.Se colectaren fracciores de 0 ml (Fracciones
1 a7)yde 20 ml (Fracciones 8 a 48) a un flujo de 3 ml/min., La ac-
tividad de RNA polimcrasa se determind en alfcuotas de 10 L1 a 0,01
m4 UTP y a la concentracidn de sulfato de amonio resultante de la
dilucién de este volurien en el volumen final de 50 Uil de la mezela da
reaccion. Las actividades mostradas representen los picomoles totales

de UMP incorporados por ml en 10 min., Los valcores de actividad para

los picos | y 1l eran 2,7 veces mayores cuando se los determina a
0,10 mM UTP, En presencia de DIA dematuralizaco, la actividad asociads
al pico | es aproximadamente la mitad y la asociada al pico || 4-5 ve

ces mayor (ver Tabla VI, PARTE 1), tas fraccicnes correspondientes al
primer pico de actlvudad se¢ reunieron, se concentraron por precipita-
cidn con sulfato de amonio (Fraccién F3) v lucco se determing la acti
vidad de RIA polimerasa y contenido en proteinas (Tabla X). Actividad
de RNA polimerasa en ausencia(-0-O—) y en precsencia(-@—@ ) de 1 La/
/mi de X -amanitina.( —— )Concentracién de sulfato de amonio.
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Figura 25: Prirera Cromatonrafia en Fosfocalulnsa

= 13 Freccion F3 (Finura 27) contaninndo 124 nq de protefnas v 165 u~i
ades de actividad se crenatoorafid en una columna de Fosfecnluloza
2,0 x 11,5 ¢m) cemo se describe on '"idtodos'., Se c¢olectaren frezcin
ncs do 10 ml (Fracciones 1 & 7) v de & ml (Fracciones 8 a 43) A ¢
flujo de 30 nl/hora v la actividad de RIA nolimerasa (~0—o0O-) ¢t
minG cono se indica con Ya Fiqura 27, las fracciones con cctivid .
poliimerasa se reuniercn, s¢ concentrarcn por precipitacion con sii-
to ¢z awnio (Froccién Fi) y lucco se dntermind la actividad dn 0007
polirnerasa y contenido en proteinas (Tabla ¥%).( ) Concentraaidn ¢
sulfato de aironio,
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Fiqura 29: Sequnda Cromatoarafia en DEAE-Sephadex

La Fraccion Fi (Figura 28) conteniendo 23 mg de proteinas y 59 uni
dades de actividad se cromatoarafid en una columna de DEAE-Sephadex
(1,6 x 12 cm) como se describe en 'Métodos', La actividad de la RNA
polimerasa (-O—O—) se determind como se incdica en la Fiaura 27.
Las fracciones del pico de actividad se reunieron (Fraccidn F5) vy

se determind la actividad de RNA polimerasa y contenido de proteinas
(Tabla X). ( —— )Concentracidn de sulfato de amonio.,
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Sequnda Cromatograffa en “osfocelulosa

La Fraccion F5 conteniendo 2,b mqg de proteinas y 29 unidades de
actividad se aplicd a una columna de Fosfocelulosa (0,85 x 3,50 cm).
La enzima se eluyd como sc: describe en '"Métodos'. La actividad de
polimerasa (—0—O-) se determind en alfcuotas de 3 il como se indi
ca-en la Fiqura 27, Las fracciones del pico de actividad se reunic-
ron (Fraccion F6) y luego se determind la actividad de RHA polimera
sa y contenido en proteinas (Tabla X). ( )Concentracidén de sul
fato de amonio. -
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11ada con Buffer B conteniendo 0,151 sulfato de amonio. La RHNA po
limerasa | eluyd en un sclo pico simétrico, linzramente antes que
la proteina marcadora de peso nolecualar 432,720 daltons (Figura
31), Por este preccedini>nto se logr> una buerna ourificacidn con

una recuperacién de toca la actividid enzimitice (Tebla X). La et2
pa final de purificacion fua la aosarcidn de i enzima de la colu
na de Sepnarose &2 a una tercer columna de Fesiccelulosa v elucién
con un gradiente lir=2l de sulfato de sronic. Tcda la actividad el
yS entre 0,21 v 0,211 de sulfato #= 2monio ~n un solo pico homog:”
neo (Figura 32). AlTcuotas de alcunas de las racciones eluidas d=
esta Cltima colurra fuaron anaiizadas individualmante por electrofg
resis en geles de roliacriiariZz en ccndiciores no dz2raturalizantes
(Figura 33). Se observa una Gnica ban.a de sroteina coincidente con
las fracciones con ectividad de RuA pclimerasa | indicando que la =2~

zima asi purificada es razcnableren:e homocinza,

Por el procedimiento de purifizacién descripto nreviamente la
RHA polimesrasa | fue purificada 2390 veces cen respecto a los extrac
tos nucleares (Ta-la X). La actividid especi{ica de la fraccidn de
enzima mds pura obtenida cespués de la tercer cromatocrafia en Fos e
celulosa es sinitar a la indicada nara la RIA polimerasa | altarmen:a
purificada de mielora de ratdn (Sc'wartz y Roeder,1974), de timo dn
ternero (Gissincer y Chambon,1072) ¢ otros eucariotes inferiores (qu
ler y col, 1974; Valenzuela y col, 1976). La RHIA polimerasa ! exhibte
un progresivo incremento de inestabilidad en las sucesivas etapas cu
purificacidn después de la primera :zromatografia en DEAE-Sephadex. 'n
aumento en la estabilidad enzimatica se loard mediante la adicidn de
dextranos y de altas concentraciones de qliterol an todos los buffers
utilizados, manteniendo las solucioles de enzima en 13 forma mas con-
centrada posible y demds precaucion:s indicadas previamente, La preca
racién de enzima final concelada a = $2°C en Buffer B conteniendo
60 2 de glicerol mantiere toda la a:tividad durante 2-3 dfTas. Por o3-

te procedimiento de purificaciin se recusera del 6 al 10 % de la 2cti-



97

P.M.2x106 P M. i 82x105

I

-2)

Actividad de RHA polimerasa (pmoles/ml x 10

0 10 20 30

Fraccidn N°

Figqura 31: Cromatografia cn Sepharosc 6B
La Fraccion Fb (Figura 30) conteniendo 1,35 mg de protefnas y 14 uni
dades dc actividad fue aplicada a uwna columna de Scpharose 6B (1 x
32,5 cm) y eluida como se describe en '"Métodos''., La actividad de RUA
polimerasa ( O—O—) se determind como se describe en la Fiaura 27.
Las fracciones del pico de actividad se reunieron (Fraccidén F7) vy
luego sec midi6 la actividad de polimerasa y contenido en proteinas
(Tabla X). Las flechas indican la posicién de clucidn del Azul Dex-
tran 2000 (Pharmacia) (W 2 x 106)y de la ureasa (MW 4,372 x105),
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Fiqura 32: Tercera Cromatoarafia en Fosfocelulosa
La Fraccion F7 (Fiqura 31) conteniendo 0,26 mq de proteinas v 15 y-i
dades de actividad se crcmatoqrafid en una columna de Fostocalules:
q
(0,55 x 1,8 cm) come se describe en '"étodos''. La actividar da Tt°
polimerasa ( 0—0—0)se determind como en la Figura 27. Se toraren
alicuotas iquales de cade una de las fracciones eluidas de la colu—-

na para ser analizadas pcr electreforesis en qeles de poliacrilaica
y el volumen restante de las fracciones con actividad enzi—3tica se
reunido y se determind el contenidc en protefnas y activic:' de Dlin

polimerasa (Tabla X)., (—— ) Conzentracidn de sulfato de = wcnio.
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Figura 33: Electroforesis en Geles de poliacrilamida en condiciones no dena-
turalizantes de la BHA polimerasa | puriticada.~ Alicuotas de
las Fracciones 16, 17 y 21 eluidas de la tercer cromatoarafia en
Fosfocelulosa (Fiqura 32), conteniendo aproximadamente 0,30 unida=-
des de enzima (Gel 2), 0,23 unidades de enzima (Gel 3) y ninquna
actividad enzimitica (Gel 4) se analizaron por electroforesis en
geles con 5 % de acrilamida en condiciones no denaturalizantes co-
mo se describe en '"Métodos''. En el Gel 1 se corrido en forma simul=-
tanea una alTcuota similar del buffer de elucién de la columna.
La RNA polimerasa | exhibe una marcada tendencia a la agreqgacion
durante la electroforesis cuando ésta se realiza en las condicio-
nes indicadas mas arriba,
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TABLA X - Procedimiento de Purificacion de la RNA polimerasa |
’ de células de¢ tumor ascitico de Ehrlich

. Proteina Actividad Actividéd Recggera-
Fraccion y Etapa Total especifica cion
de Purificacidn mg unidades unid/mg prot. %
F1 1331 135 0,10 77
F2 853 176 0,21 109
F3 Primera DEAE-Sephadex 124 155 1,25 £8
F4 Primera Fosfocelulosa 23 59 2,6 34
F5 Sequnda DEAE-Sephadex 2,6 29 N 16
F6 Scgunda Fosfocelulosa 1,35 14 10 8
F7 Sepharose 6B 0.26 15,4 59 9
F8 Tercera Fosfocelulosa 0,05 11,6 230 7

- Los datos resumen la purificacion de la RHA nolimerasa | aislada de (N q de
células de tumor ascitico de Ehrlich. La actividad de RNA polimecrasa fue de-
terminada como se indica en '"iiétodos'', con concentraciones saturantes de UTP
(0,10 i), La concentracidn de sulfate de aronio en la mezcla de reaccidn va-
rio de 20 a 40 ml dependiendo de la fraccidén de enzima ensavada, La actividad
en las Fracciones F1 y F2 se midid en presencia de k Jlie/nl de o =amanitina,

La actividad resistente a esta toxina representa a la RHA polimerasa |,ouecs no
se observa una posterior inhibicion de la actividad cuando los cnsavos se reca-
lizaron con 200 lig/ml de o =-amanitina, (Schwartz y col, 197h; Yeil y Dlatti,
1976) (ver PARTE 1).Las unidades de actividad se definen en '""M3todos''. Los da-
tos aquf mostrados se tomaron de un experimento representativo,
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vidad inicial de RHA polimerasa | (Tabla X), porcentaje que es alto,
ya que esta enzima ha sido purificada en otros sistemas con una re-
cuperacidn final de la actividad que oscila entre 2 y el 15 % (Gissin
ger y Chambon, 1972; Schwartz y Roeder, 1974; Valenzuela y col,1976).
i18tese que de 1330 mg de protefnas iniciales se obtienen 50 lig de en-
zima pura, Rendimientos similares se han indicado en otras células eu
caridticas (Gissinger y Chambon, 1972; Schwartz y Roeder, 1974), Este
rendimiento e¢s uno o dos 6rdenes de magnitud menores que el obtenido
en la purificacidon de la RIA polimerasa de bacterias e ilustra una de
las principales dificultades en ¢l estudio de la reaulacibn de la trans
cripcion a nivel molecular en cucariotes.

Coro se indicd previamente (PARTE 1), en varins sistemas de euca-
riotes sc ha descripto una hetrogeneidad cronatoarifica en las fraccig
nes de RHA polimerasa |, En células dc tumor ascitico de Ehrlich tam-
bién encontramos dos formas de RHNA polimerasa 1. Estas dos formas se
evidenciaron Unicamente cuando los extractos nucleares crudos se croma
tografiaron directamente en Fosfocelulosa (ngura 19). Si los extrac-
tos nuclcares crudos son sometidos a una etapa previa de purificacion
en DEAE-Sephadex, la cromatografia en Fosfocelulosa ya no resuclve a
la polimerasa | en dos formas de enzinag,sino que se obtiene un sdlo
pico de actividad ligeramente heterogcnco (Figuras 20 y 28). Cierta he
terogenecidod cromatografica también se manifiesta en otras resinas co-
mo DEAE-Sephadex (Figura 27)y QAE-Sephadex (Figura 21), pero solamente
en las primeras ctapas de purificacién. En ninqin caso se encontrd he-
terogencidad en las fracciones dec enzima m&s purificadas (Fiquras 22,
25,32). Este G1timo resultado puede deberse, entre otras posibilidades,
a la pérdida sclectiva de una forma de enzima debido a una mayor ines-
tabilidad o a la interconversion de una forma en otra por protedlisis
alteracioncs conformacionales o pérdida de componentes especifica 6
inespecificamente unidos, Hasta el momento no tenemos evidencias en fa-
vor de alqguna de estas posibilidades., Debe destacarse, que el grado de

heterogencidad de la polimerasa | detectado en las primeras etapas de!
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procediniento de purificacion descripto nreviarente deoande de la
preparacidon de enzima y no tiene relacidn alquna con la capacidad
de transcripcitn de los nicleos aislados,

Los an3lisis de 1a RNA polimerasa | altarente purificada de
plasmacitora nor electroforesis en geles de poliacrilarida en con
diciones no denaturalizantes revelaron dos bandas de protaina
(Schwartz y foeder,1274), Sin embarqo, s8lo una banda se encontrd
cuanco sc anaiizercn las fraccicnes ~is nurificadas de la poline-
rasa | de tir: de ternero y de células we tunar ascitico de EhrliceH
(Gissinacr y Charbon, 1972 vy preserte estudio). Los andlisis elec-
troforétices rostraZos en el presente estudio fueron realizados ccn
la enzirma purificada de células de turor ascitico de Ehrlich no incu
badas que presentsn bajos niveles de sintesis del rRiA (Franze-Fernﬁl
dez v Poago, 1971; lapalucci=Espincza v col, en prensa), Seria imnq&
tante doterminar si las enzimas purificadas de nicleos cor alta v 5;
ja capacidad c¢o transcripcidn del rRHNA presentan bandas con diferante

movilidad electroforética y examiner 1a comosicidn en subunidades dz

estas enzinas,



RESUMEN D E LA PARTLE I

La RNA polimerasalPNA dependiente fue solubilizada de los nicleos
aislados de células de tumor ascitico de Ehrlich vy purificada nor
un procedimiento que comprende una precipitacion inicial con sulﬁg
to de amonio, sequida por cromatonrafias en DEAE=-Serhadex y Fosfoe-
celulosa y filtracidn por aeles en Senharose {8, Por estz método se
obtuvo una enzima cromatoaraficarar te hemonésea que fue purificada
aproximadamente 2,300 veces con respecto ¢ 1as extractos nucleares,
La actividad especifica de la fraccidn mas pura de enzima (230 nro
les de [BH] -UTP incorporados en RiIA per mq de proteina en 1N min

a 37°C) es comparable a la indicada para la RHA polimerasa | alta-

mente purificada de mieloma de ratén (Schwartz y Roeder, 1974) y ti
mo de ternero (Gissincer y Chambon, 1972). La posicién de elucidn

en la filtracion por geles en Sephzrose 6B indicd un peso molecular
de aproximadamente 5360.000 daltons. Los an3lisis de la enzimea purifi
cada por electroforesis en geles de poliacrilamida en condiciones no
denaturalizantes revelaron una sols banda de proteinas., Cierta hetero
geneidad en las fracciones de la R!A polimerasa | se encontrd en las
primeras etapas crcmatoaraficas, pero no en las fracciones de enzima

mas purificada,

). |
Nioliistidiadt=
Upeuibliclide
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