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1.- Control de la sintesis de EVAen bacterias

La supervivencia de los organismos depende, en gran medida,
de su capacidad de adaptación a cambios drásticos nutricionales.
Es evidente que deben existir fuertes presiones selectivas para

que las células se aprovechen de una abundancia alimenticia y pg
ra que reduzcan eficientemente, durante periodos de escasez, aque
llas actividades que no son esenciales. El conocimiento de estos

mecanismos regulatorios a nivel molecular ha cmergido princi_ilme2
te de estudios realizados en bacterias. Un ejemplo de mecanismo
regulatorio que hace a la economia molecular de las células es el
denominadocontrol “restricto. Este mecanismoes el que coordina
la sintesis de RNAc0n la actividad híosintética de proteinas.
Cuandolas células de Escherichia coli son privadas funcionalmente

de un amino ácido, ya sea por la ausencia de un amino ácido esen­

cial o por la restricción de la aminoacilación de algün tRNA,y son

incapaces de sintetizar proteinas, se detiene abruptamente la sin­
tesis de las especies estables de RNA(rRHAy tRNA) (Fangman y Heig
hart, 1964; Heidhart, 1966). La reducción en la acumulación de rRNA
es primaríamente una consecuencia de la disminución en la inicia­

ción de nuevas cadenas de rRNA(Travers, 1976). Este mecanismo de

control depende de un solo locus génico (rei A+). Existen mutan
tes de este gen (rel A-) que son incapaces de inhibir la sintesis
de rRHAdurante la privación de amino ácidos y se dice que tienen

el control “relajado” (Edlin y Broda, 1968). Una comparación de

la fisiología de células normales y mutantes ha llevado a la conclg
sión dc que los mediadores de la respuesta "restricto" son ciertos
compuestos fosforilados: guanosina tetrafosfato y guanosina penta­

fosfato (Pp G pp y ppp G pp). El componente enzimático con capacL



dad de biosintesis de ppGpp y pppGpp, denominado factor de "reí

tricción“, es el producto del gen rcl A+y está asociado a los ni
bosomas (Cashel y Gallant, 1969; Haseltine y col, 1972; Cashel,

1969; Haseltinc y Block, 1973). Mediante el empleo de mutantes con
dicíonales se ha podido obtener una perspectiva bastante clara de

la secuencia de sucesos que tienen lugar en células con control"rss
tricto“, cuando sc las priva de amonoácidos. Hoy se sabe que cuando
el alargamiento dc la cadena polipeptidica queda bloqueado por la
falta de un determinado aminoacil-t-RHA cargado, el codón que queda

al descubierto especifica la unión enzimática del t-RNAsin cargar
en el sitio aceptor del ríbosoma. Este hecho anómalo estimula la
actividad catalitica del factor de restricción unido al ribosoma,
que se traduce en la rápida-sintesis de pppGppa partir de ATPy

GTP. El pppGpp es hidrolizado posteriormente a ppGpp. Aunque se
desconocen los detalles de comose activa el factor de restricción

se sabe que la reacción ribosómíca errónea, puede ser invertida
por la unión enzimática del aminoacil-t-RNA, volviendo a empezar el

alargamiento de la cadena polipeptidica (Cashel, 1975). Las eviden
cias actuales sugieren que el ppGppalterarïa las propiedades de

la RNApolímerasa modificando su afinidad hacia los sitios promotg
res (Travers,1976). Deeste modoel control transcripcional serfa
tal que la RNApolímerasa tendria un rol central en la determina­

ción de la cantidad del transcripto. La disponibilidad de ciertos
efectores, comoel ppGpp,aseguraria que la cantidad de transcrip­
ción esté altamente acoplada tanto a la traducción comoal estado
netabólico de la célula.

2.- Control de la sintesis de RNAen células eucariotes

a) Transcripción en eucariotcs, diferencias con procariotes_——;
El estudio de la sintesis de RNAy de los mecanismos que la

controlan en sistemas celulares eucarióticos es muchomás dificil



de abordar que en bacterias. En principio, las células de eucaríg
tes son más complejas estructuralmente y hay una extensa compartí
mentalización cvidenciada cuando sc estudia la distribución de fun
ciones en la célula, Asi, el núcleo y el nucleolo (adumfis de las
mitocondrias) parecen {Oïucï sistc as transcripcienalct únicos con
su propia información Cunética y su propia maquinaria de transcrip­
ción. En lugar de una sola RNA¡oliverasa como en nroca iotes, el

nüclco eucariótico pu; z tres engires estructural y funcionalmente
distintas (I, ll y Ill) (Chaubon, 137w). La Rxfipoliurrdsa l, que
está localizada en el nucleolo y es responsable de la s”ntesis del
¡RNA(Blatti y col, l970; Reader y Reedcr. 1972). La pol merasa ll,

que se encuentra en el nucleoplasma y sintetiza el RNAheterogéneo

nuclear (Zylber y Pennan,l97l), y la polimerasa lll, pre5umibleme2
te también nucleoplñsmica, involucrada en la sintesis de los RHAs

de bajo peso molecular (55 RNAy t-RHA) (Ueinmann y Roedcr, l97h;

Weil y Blatti, 1976). La función de cada una de estas enzimas se ha

evidenciado mediante la utilización valiosïsima de la 0(-amanítina,

un octapéptído biciclico extraido del hongofi:¿2¿¿¿_2bïjloides. Esta
droga a muybajas dosis (0,1,bg/ml) inhibe selectivanente a la RNA

polímerasa ll (Lindell y col, 1970; Kedinger y col. l97C), a dosis
intermedias (100-200.bg/ml) a la polimarasa lll (Wcinmarny Roeder,

1974; Weil y Blatti, 1975; Weil y Blatti, 1976), mientras la poli­
merasa l es c0mpletamente insensible a esta anatoxina (Líndell y col,

1970; Kedinger y col,1970). Ademásen células eucaríóticas se ha ds
mostrado que todas las especies de RHAs,salvo el RNAmitocondrial,

son transcriptos en el núcleo celular en fonna de precursores de mi
yor peso molecular. Estos precursores sufren una serie de transfor­
maciones postranscripcionales para producir las moléculas maduras en

términos de función biológica y ser transportados finalmente al cita
plasma (BurdOn, 1971).

Varias técnicas utilizadas en el estudio de la transcripción
en procaríotes están severamente restringidas en sistemas eucaríóticos.



Asi,es muydificil seleccionar y caracterizar mutantes letales con
dicionales, debido tanto a las restringidas condiciones ambientales
requeridas para el crecimiento, comoa la ocurrencia usual de las
células eucarióticas en el estado diploide. Los estudios genéticos
están también muy limitados por la dificultad de aparear tipos ce­
lulares aislados (salvo en eucariotos muysimples como levaduras

y en ciertas lineas celulares en las que puede ocurrir la fusión).

Los métodos de hibridizncíón, que han demostrado una enorme impq;
tancia en el delineamíento de la secuencia de la expresión génica
tanto en bacterias no infectadas como infectñdás por fagos, en eu­
cariotes Son muchomás dificiles de aplicar,debido a la enensa

repetición de Secuencias cn sus genomas (Darnell y col, 1970; Hc ca:
thy, 1967). Debido a estas limitaciones el conocimiento actual de

la transcripción y los mecanismosque la regulan deriva fundamental
mente del empleo de agentes que afectan distintas etapas de la sfil
tesis de RNA.

Unaventaja que presentan las células eucarióticas es la po­
sibilidad de aislar una fracción nuclear que refleja la capacidad

sintetizante de RHAde la célula de la que proviene. Los núcleos aii
lados constituyen un excelente sistema para el estudio de la trans­
cripción ya que es posible medir la sintesis del RNAsin interferen­
cias de la membranaplasmática. Eso evita la variabilidad en la mag­

nitud del “pool” de nucleótidos precursores que complica la interpqï
tación de las velocidades de incorporación de radioactivos en células

enteras (cunningham y Pardee, 1969; Emerson. 1971) y además,permite

el acceso al_sitio de sintesis de moléculas úactivadores 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

regulación de la transcripción y puede proporcionar una mayor info;
mación acerca de los componentes de la maquinaria sintética de RNA,
asi comola presencia de factores que controlan el funcionamiento
del complejo DNA-RNApolimerasa.



b) Control “restricto” de la sintesis de RNAribosomal
QIJEEELLSEÏL

De los diferentes sitemas de transcripción de células eucarié
ticas el del rank es quizá el más conocido (Darnell y col, 1970;
Burdon, 197]). Hny se sabe que los genes riauzenales, localizados
en el nufilvnln son transcriptos en una sola molécula precursora,
desíandd L5 S precursor del rRHA (hs S pre rRHA) en virtud de su

carüclcrï kEsocoeficiente ¿c Sedircntación. Esta molícula precur­
sora C("lLí- r..- 1:".1 sec::,_ncia dr l-."'-,-,y otra de "AS r?‘l.’\ que. son las

molécuie: uflCLlLrüdüb en las Subunidadss rito omalcs Lunar y mayor

reSpccrivn Mac (Girard y col, lSÓS). COÍHCÍÓufltCTfinleo muy poco

después de la sintesis del h5 S pre rRHAse adicionnn grupds meti­

lo: a las porciones de la nolCculn que finalmente se enCuentran en

los ribQSOmnscitoplasrfiticos (Zirvzrman y Hollcr, 1967) y también
ocurre una asociación a proteinas para formar las particulas de ri­
bonuclcoproteinas nuclcolares (Warner y Soeiro, 1967). Este precur­
sor asi modificado es clivado en sitios especificos para dar final­
mente las especies ribosomales maduras (185 y 285 rRNA) que emergen

del nucleólo al citoplasma. Si bien actualmente se conocen muy bien

los detalles del metabolismo del rRHA,pocose conoce de los mecanií
mos que regulan su sintesis. Esta regulación podria ocurrir a dos

niveles. Unoes directamente a nivel de la transcripción del produg
to primario dc los genes ribosomalcs o sea del MSS pre rRHA. Otro,

a nivel del complejo proceso de maduración de dicho precursor.
La velocidad de sintesis del rRNAen organismos Superiores

está altazmntc coordinada con la velocidad de proliferación de las

células. Un aumento en la sintesis del rRHAy proteinas está asocig
do a numerosas transiciones fisiológicas inducidas por estímulos
hormonales o de crecimiento (Tata, 1966). Tanbién hay evidencias de
que cn cucariotcs operan mecanismossimilares al control “restricto“
de la sintesis de RNAen bacterias, pero el mecanismo por el cual
se cjcrcc este control cn células animales recién comienza a ser



v ;

estudiado. La primera sugerencia al respecto, se debe a los esta
dios de Shields y Korner (1970) quienes encontraron que la au5en­
cía de todos los aminoácidos en el nedio de incubación de células

Landschütz produce una marcada reducción en la sintesis proteica y

en la aparición, en el citoplasma, de las subunidades ribosomales.
Los resultados presentados por estos autores no permitían decidir
si losaminoócidos controlan la sintesis o el procesado del hs S pre
I’RHÁ.

Aprovechandola ventaja de que por la diferente sensibilidad
a la O<-amanitína de las tres RNApolímerasas fue posible medir la

actividad de la polinnrasa I en los núcleos aislados, Franze-Fernán
dez y Pogo (1971) demostraron, utilizando el sistema nuclear, que

la concentración de aminoácidos del medio de cultivo controla la ag
tividad de la RNApolimerasa I en células de tumor ascitico de Ehr­
lich. Lstos autores encontraron que cuando se transfieren las célu­

las a un medio rico en aminoácidos hay un rápido aumento en la acti
vidad de esta enzima. Este aumento s: correlaciona con un incremento

similar en la velocidad de sintesis del hs S pre rRHAindicando que

la actividad de la RNApolimerasa l un los núcleos aislados constieu
ye una buena medida de la sintesis del precursor ribosomal (Franze­
Fernández y Pogo, 1371). Por otra partc,se encontró que la sintesis
dei rRHAes muysensible a los inhibidores de sintesis de proteinas.
Asi, la inyección de cicloheximida a ratas produce una disminución

en la sintesis del rRNAen el higado al cabo de una hora (Huramatsu

y col, 1970)..Después de 10-15 minutos de agregar cicloheximida al
medio de cultivo de células Hela (Willems y col, 1969) 6 células L
(Craig y Perry, 1970) Se observa una disminución en la sintesis del
#5 S pre rRNAy la adición de cicloheximida o pactamicina al medio

de incubación de las células de tumor ascïtico de Ehriich produce
una rápida disminución en la actividad de la RNApolimerasa l en los

nóclcos aislados (Franzc-Fernóndez yFontanive-Sangüesa, 1973). Hay



que hacer notar que los aminoácidos no activan la transcripción
del rRHAen presencia de inhibidores de sintesis de proteinas

(Franze-Fernández yFontanive-Sangüesa, ¡973). Estos resultados,
unidos al hecho de que en las células privadas de aminoácidos

hay una disminución de la sintesis dc proteinas, hicieron pensar que
los aminoácidos controlan la transcripción del rRHAa través de su

efecto sobre la sintesis proteica. Sin embargo,esta explicación
no da cuenta de una serie de obsarvacicnes. Por ejemplo, el reque­
rimiento de aminoácidos para activar la transcripción del rRHAdi­

fiere del que Se necesita para estimular la sintesis proteíca(Fra2
ze-Fernündez yFontaníve-Sangüese, 1973); ciertas drogas, como la

toyocamicina (h-amino-S ciano-7B-D-ribofuranosil-pirroh) h-3 d] ­
pirimidina),que impiden la activación de la transcripción por los
aminoácidos no inhiben la sintesis de proteinas (lapalucci-Espinoza

y col, en prensa). Recientes resultados de Grummty colq (1976) tag
bién sugieren que la activación de la transcripción del rRHApor
los aminoácidos no cs a través de su efecto sobre la sintesis pro­
teica. Por el momentoéstos son los ünicos resultados acerca del
mecanismode control ”restricto" de la sintesis del rRHAen célu­
las animales.

c) Bases moleculares del control de la sintesis del r RNA

La velocidad de sintesis del rRNApuede estar controlada por
los niveles de la RNApolimerasa l o por factores regulatorios adi­
cionales sí la enzima_no es limitante. Estos factores pueden modu­

lar la transcripción alterando las propiedades del templado de cqa
matina y/o a través de una modificación en la enzima mi5ma. La po­

sibilidad de que la cantidad de enzima sea el factor responsable de
la regulación fué sugerida por Onishi (1970) y Yu y Feigelson (1972)

cn base a medidas de la actividad de RNApolímerasa l en nüclcos o

nucleolos aislados de células en las que se ¡nhibíó la sintesis de



de proteinas. Sin embargo,hay que tener en cuenta que la medida de
la actividad de la polímerasa l 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, 197h; Ferencz

y Seifart, 1975) indicaron que lo ünico que se mide en los nücleos
o nucleolos aislados es la actividad de la polímerasa unida a su

templado,ya que no se observa iniciación de nuevas cadenas de RNA.
Es decir que si hubiera dos “pools” de enzima, uno transcribiendo
y otro no, este ültimo no Se hubiera detectado. Para determinar si
existen los mismos niveles de RNApolímerasa l en los núcleos ais­

lados de células con diferente capacidad de transcripción, una po­

sibilidad es separar la enzima de su templado por métodos convenie2_
tes y determinar la actividad enzimática con un templado de DNA

exógeno. Si bien en estas condiciones la polímerasa I ya no trans­
cribe especificamente los genes ríbosomales, ésto nos proporciona
una medida de la capacidad transcriptiva total de la enzima. Este
enfoque es precisamente el que hemosutilizado en el preSente tra­
bajo.

El examen de los niveles de RNApolímerasa l extraída de los
núcleos de células de tumor ascitico de Ehrlích con diferente capa­
cidad de transcripción se describen en la PARTEl de esta Tesis.

Los resultados de este estudio indicaron que la cantidad de políme­

rasa l no es el componente limitante de la transcripción. Se encon
tró también que la disminución de la actividad de la RNApolímera­

sa l en los nücleos aislados está acompañadapor una alteración en
la conducta cromatográfica de la enzima solubilizada, Sugiriendo
que una modificación de la enzima podria modular su capacidad para

transcribir los genes ribosomales. Para determinar si la enzima es­

tá modificada y cuál es la naturaleza de dicha modificación, se q;
quiere analizar comparativamente la estructura molecular de la RNA

polímerasa l purificada de células que revelan diferente capacidad



de transcripción del rRNA.Una primera etapa para abordar este es­

tudio es diSponer de un método que posibilite la obtención de cantl
dades discretas de enzima altamente purificada. Comola RNApolíme­

rasa l de células de tumor ascitico de Ehrlích no habia sido purífii
cada se procedió a desarrollar cl método dc purificación de esta al
zima. Su descripción está indicada en la PARTEll de esta Tesis.



INTRODUCCIOJ

En el momentode iniciar este estudio aún nn se habian des­

cripto las RNApolímerasas 01h denendientes de cñlulns de tumor asci

tico de Ehrlich. Fué HPCuFürÍO,entonces, nsLuáïñr en primer lunar
el prucudí Ennio de nuriïicxcíón parcial y las nrouirñades de estes
enzimas. ¿una l; fínnïi. ii esto frabajo ers crznarar los niveles
de "ulas con difnr=ntc capacidad dela poliv rasa I pru'rrzns

transcr'pciïh ¿al rïtfii 3g recuasia disponer un flétcdo de purifi
Caciñw en vi -u* ia rocuonrrciín fis la activíJ Éenzimática sea al­

ta v reproducí lo. :no cu los problemas n55 ’roortantcs que se nre­

sentaron cn cl aísladiontü y nosrcrior purifiraciñn de las RNApoli
mernsas de cïluias ds tu or ascitïco de Ehrlich, fuí la gran inesta
bilidad de estas enzimas. Esto hecho se complicó todavia más si se

tiene en cuanta que ias TARpclimorasas tienon una gran tendancía a

interactuar cen otras nro: ines cromosómicas. Un m5t0d0 de purifica
ción para que son ¡til requiero la eficiente extraccion de las cnz i

mas y la estabilixaciow de a actividad durante la purificación. Lo
grar ésto constituy5 un importante problema técnico. Los primeros i n

purificaciñn du las RNApolimcrasas de células de tumor astantos dc

citico de Ehrlich rosultorcn desalentadorcs, pues estas enzimas se

inactivaban rfiwhhnhnte mantenidas tanto a 0°C cono a - 90°C. Esto d:
terminó que se estudínra en primer lugar la forma do estabilizarlas.
Mediante el empleo dc dextranos, de altas concentraciones de glicerol,
manteniendo las enzimas cn forma concentrada y demás precauciones que

se indicarán posteriormente, se logró desarrollar las primeras etapas
de un mótodo de purificación que cunplia cen los requisitos anterior­
mente mcncionados. Esto nítodo, se aplicó lucqo al aislamiento de la
RNApolineraSa l do células cuya capacidad de transcripción del rRHA

habia sido afectada de diversa forna.Los re5ultados indicaron que la
Velocidad de sintosis del rRHAno está controlada por la cantidad de

polímernsa l,5ugirinndo que otros factores estarian involucrados en

IU



la modulación de la actividad de esta enzima cuando transcribe es­

pecificamente los genes ribosomales.

MATERIALES Y METODOS

A.- Reactivos

El [3H] UTP se obtuvo de New England Nuclear Co. El DNAde ti

mode ternero (Tipo 1), el dítiotreitol y los ríbonucleósidos trifoí
fato (ATP, GTP, CTP y UTP) dc Sigma Chemical Co. El sulfato de amo­

nio, la sacarosa y el Tris (extra puros y de grado enzimático) fue­

ron adquiridos en Schwartz Mann;el glicerol (bídestíiado, extra og
ro) en Merck. La DEAE-Sephadex(A-25) y la Fosfocelulosa (P-ll, 7.h

meq/g) fueron obtenidos de Pharmacia y Whatmanrespectivamente. La

toyocamicina fué obsequiada por el Dr. G.Acs y la rifamnicina AF/013
por el Profesor Silvestri (Lepetit, Milan). La o(-amanitina y la
pactamicina fueron donadas por el Profesor Th.Wicland del MaxPlanck

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

8.- Métodos

1.- Células y medios de incubación:

Las células de tumor ascitico de Ehrlich fueron inoculadas

en la cavidad abdominal de ratones y extraídas 6-8 dias deSpués,

lavadas dos veces con el medio de incubación a temperatura ambien
te y luego incubadas a una concentración de l x 10 células por

ml de medio. La preparación de lcs medios de incubación con y sin

aminoácidos se realizó comose describe en trabajos previos de
nuestro laboratorio (Franze-Fernández y Fontanive-Sangüesa,1973).

2.- Soluciones

Todos los buffers fueron preparados con agua bidestilada y.



cuando se indica, el ditiotreitol fué adícionado inmediatamen­
te antes de su uso.

Buffer A: contiene 0,05 M de Tris HC] (pH 7.9 a h°C); 5 mHde

HgClz; 0,1 mHde EDTA; 1 mHde dítiotreitol; 0,3 mg/ml de dex­
tranos N° T70, T150 y T250, y a menos que se indique otra cosa,

30 Z de glicerol.

Buffer B: tiene la misma composición que el buffer A excepto que

no contiene HgClz.

Buffer c: contiene 0,02 Mde Tris HCl (pll 7.9 a Mc); 2 mMde di­

tiotreitol; S mHde MgCl2y l M de sacarosa.

3.- Tratamiento de ias resinas da intercambio ióníco

La DEAE-SephadexA-ZS y la Fosfocelulosa P-ll fueron trata­

das de acuerdo al método descripto por Gissinger y Chambon(1972)

y equilibradas con 5 volúmenes del buffer que se indica.

4.- Métodos de Purificación

A menos que se indique otra sosa todos los procedimientos
se realizaron a 0 - h°C.

a) Fraccionamiento celular
Los nüclcos fueron preparados de acuerdo al procedimiento

descripto por Franze-Fernández y Pogo (1971) con las siguientes m2
dificaciones: aproximadamente 2 x 10 células (1 g de células)
fueron lavadas con ho ml de una solución salina isotónica (pH 7.2),
sedimentadas por centrifugación v resuspendidas en 10 ml de una
solución hipotónica conteniendo 10 mHde Tris HC] (pH 7.9); l mH

de MgCl2 y lO mHde KCl. En esta solución se dejan durante 10
minutos. Estas células fueron luego resuspendidas en lO ml de una

solución de ruptura que contiene iO mMde iris HCl (DH 7.9): ¡.5 mH

de MgClz; 1 mMde espermidina; 0,3 H de sacarosa; 0,3 Z de Tritón



X -lOO y 1 mHde ditiotreitol y se rompieron mediante 3 gol­

pes de émbolo en un homogeneizador de potter. Las células ro­

tas fueron luego fraccionadas por centrifunación a lSOOrpm

durante 2 minutos en un precipitado nuclear crudo y un sobqi
nadante cítoplasnático que Se descarta. El precipitado nuclear
crudo se lavó dos veces con lO ml dc una solución conteniendo

10 mH de Tris -HCl (pH 7.9); h mH de HgCl l mH de espermíqi2,
mHdc 2-mercaptoetanol y se resuspen.­lna; 0,3 H de sacarosa y 3

dió en 3,5 a 5 ml de Buffer C. La fracción nuclear asi obtenl
da fué utilizada inmediatamente para las determinaciones de

la actividad de RNApolimerasa y posterior purificación de las

enzimas como se dc5cribe más adelante. Los valores de pH indL
cados fueron determinados a h°C.

b) Solubilización d; las RNAnolimerasas

La suspensión nuclear se llevó a 0,32 H de Sulfato de
amonio por la adición de la cantidad apropiada de una solución
stock h H. Cinco a siete ml de la solución viscosa resultante

fueron sonicados cn periodos de lO seg.,con descansos intermedios

de 20 seg., con un sonicador Branson (Modelo LS 75, macro tip:

posición 3) hasta que se formaran gotas en el extreno de una pipe
ta Pasteur (tiempo total de sonicación: 3S-h0 seg.). Durante la
sonicación la Suspensión nuclear se mantuvo en un baño enfriado a

- 8°C a - 10°C. Inmediatamente después Se adicionaron dos volüme
nes de Buffer A y se agitó la solución durante 15 minutos. El

precipitado de crOmatina formado fué removido por centrifugación
durante l hora a 35.000 rpm en el Rotor 50 de la ultracentrifuga
Spinco L. El sobrenadante,conteniendo toda la actividad enzimáti­
ca,fué llevado a casi saturación con sulfato de amonio por la
adición dc 0,h2 g de sal sólida por ml de solución. El precipita­
do fué colectado por centrifugacíón durante 70 minutos a 35000

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



en Buffer A (1-2 ml por gramo original de células). Esta frac­
ción (Fracción F2) fué congelada durante 12 h. a - 80°C.

c) Cromatonrafïa en DEAE-Snnhadex

La Fracción F2 fué diluida con Buffer A hasta que la

concentración de sulfato de amonio fué de 0,05 H y alïcuotas con­
teniendo 12-15 mg de proteinas se aplicaron a una columna de DEAE­

Sephadex A-ZS (0,9 x 7 cm) previamente equilibrada con Buffer A

conteniendo 0,05 H Sulfato de anonio. Las columnas se lavaron con

el mismobuffer yl a menos que se indique otra cosa, las enzimas

se eluyeron con 6 volúmenes 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 mgde sero albúmina cristalina. La actividad de
RNApolímerasa fué determinada inmediatamente despuós de su elución.

Para calcular la actividad total de cada una de las RNApolimerasas
eluidas de la columna de cromatografia, se reunieron separadamen­
te las fracciones correspondientes a los respectivos picos de ac­
tividad y luego se determinó la actividad enzimática a concentra­
ciones saturantes de sustrato comose indica en el punto 6.
Aunque la suspensión nuclear y ¡a Fracción F2 podian conservarse

a - 80°C por lo menos durante 30 dias sin pérdida alguna de la
actividad, el procedimiento de purificación se realizó siempre en
dias consecutivos.

d) Cromatoqrafia en Fosfocelulosa

La Fracción F2, obtenida de células incubadas en las con­
diciones que se indicarán posteriormente, se dializó contra 600
veces su volúmen de buffer B conteniendo 0,1 MKCI durante 3 horas.

Alicuotas de la Fracción F2 correSpondientes a 0.75 g de células
(¡,5 x ¡08 cel) se aplicaron a una columna de FosFocelulosa 9-11

(0,9 x 7 cmLpreviamente equilibrada con 5 volúmenes de columna

de buffer B conteniendo 0,1 MKCl. La actividad enzimática se



eluyó aplicando un gradiente lineal de KCl de 0,l Ma 0,8 Men

Buffer B (volumen total 30 ml). El flujo de elución fué de li

ml/hora y se recogieron fracciones de 0,65 ml en tuaos conte­
niendo l mg de sero albümina cristalina. Inmediatamente deSpuós

de su elución,la actividad de RNApolimerasa se determinó en aki
cuotas de 10.bl y en la presencia de 2 bg/ml deCKFamanitina con

el objeto de inhibir a la polimerasa ll cuya elución es coinci­
dente con uno de los picos de RNApolimerasa l. Dosis mayores de

o<-amanitina no producen una posterior inhibición de la actividad
eluida de la columna indicando la au5encia de polimerasa llI(Schwartz

y col, 197h; Weil y Blatti, 1975; Weil y Blatti, 1976).
Cuando se realizaron estudios comparativos de las RNApolimera­

sas obtenidas de células incubadas en distintas condiciones, las
preparaciones de enzima se realizaron en forma simu'tánea y bajo
idénticas condiciones. Las enzimas solubilizadas fueron cromato­

grafiadas en idénticas columnas de la resina correspondiente que
fueron desarrolladas con el mismogradiente salino empleando un
dispositivo de multiples cánulas. Se utilizó una bombaperistáltlca

(Desaga) para mantener un flujo de elución constante en las difg
rentes columnas.

e) Sedimentación en Gradientes de Glicerol

La Fracción F2,obtenida de células incubadas en las condícíg
nes que se indicarán,fue dializada contra 300 volúmenes de Buffer

A conteniendo 10 Z de glicerol y S mMde sulfato de amonio, durql

te 3 horas. Alicuotas de la Fracción F2 (0,5 ml; 5-6 mg de protej_

nas), correspondientes a 0,5 g de células, se aplicaron sobre gra
dientes lineales de lS a 30 Z de glicerol en Buffer A conteniendo
50 mHde Sulfato de amonio (h,5 ml) y se centrifugaron durante 20

horas a 26000 rpm y a 0°C en el Rotor SW39 de la ultracentrifuga

Spínco L. El contenido de cada tubo fue colectado pcr punción del
fondo del tubo en fracciones de 0,25 ml y la actividad de RNApo­
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limerasa se determinó inmediatamente.

Determinación de la actividad de RNApoiimerasa
enfïos nGÉioos aislados

a) Datvrflínacíén a baja fuerza iónica
incubaciín contenia cn un voluncn final de

0,125 ml: 3,7S.bHoies de Tris-HCI (pH 7.9); 0,5‘hHoïes de HgCI2
7,5)flioles de HaCl; 0,25.bHoies de ditiotreitoi; 0,0h1JHoies de

La FL7518 de

cada uno de los rihonuclecsidos trifosfato ATP, GTPy CTP;

0,0125)HMH¿: dc [3“ hÜ-GOCi/Hoi);
0,5¡bHoios de fosfoenoipiruvnto; 0,5‘bg de piruvato kinasa y

UTP(actividad esrecifica

0,1 mi de la suspensión nuclear ccntonivndo 100-150 bg dc DHA.Cuan_
do se indica, se adicionó h hg/ml decúwmmnitina.La actividad in­
sensible a esta concentración decxïananitina corresponde solamente
a la RNApoiimerasa |,ya que no se observa una posterior inhibición

de la actividad a concentraciones superiores a 200 La/ml de la drg
ga (ver Figura 1 ) (Ueinmann y Roeder, 197“; Ueii y Blatti, 1976).
La actividad sensible a la CKramanitina, calculada por ia diferen­

cia entre ia actividad enzimática determinada en ausencia de Oéamí
nitina y la determinada en presencia de esta droga, representa a
la RNApolimerasa ll. La adición de 0,h mg/ml de heparina a la
mezcla de incubación no afecta la actividad de RNApolimerasa.

Dado que se ha demostrado que la heparina inhibe la iniciación de

nuevas cadenas de RNA(Udvardy y Seifart, 1976), ésto indica que

la actividad medida en los núcleos aislados corresponde a la enz¿_
ma unida a Su templado.

Luego de ia incubación durante 8 min a 37°C, salvo que se indique

otra cosa, la reacción se detuvo por ia adición de iS.hg de RNA,
seguido por 7 ml de ácido tricloroacético (TCA) al 5 Z conteniendo

20 mHde pirofosfato de sodio. El precipitado fué coiectado por CEE
trífugación y lavado 3 veces con 7 ml de ICA 5 Z - 20 mn pirofosfato



de sodio. El precipitado final Se disolvió en 0,3ml de NCS
(Nuclear Chicago Solubilizer) y la radioactividad se contó en
6 ml de liquido centellador de tolueno que contrnia Ominifluor
a una concentración de hg/litro. Todas las determinaciones se
hicieron por triplicado. La concentración de UTPen esta mezcla

de reacción no era limitante. La eficiencia del contaje (aproaí
madaumnte 20 Z) fué determinada por el método de standard exteí
no.

u) Determinación a alta fuerza iónica

Cuando se indíca,la actividad de RNApolímerasa en los ng
cleos aislados se determinó a alta fuerza iónica. La mezcla de

reacción contenía. en un volúmen final de Sojil los mismos compg

nentes indicados para el dosaje dc las polimerasas solubles, sal
vo que se omitió el DNAy la concentración de sulfato de amonio

era de 0,32 H. La reacción fuó iniciada por la adición de 20¡bl
de la suspensión nuclear conteniendo 30-h0lbq de DNAy luego de la

incubación a 37°C dte. 8 mín,salvo que se indique otra cosa, la
reacción se detuvo y la radíoactívidad se contó comoen a). La

actividad de las RNApolimerasas l y ll se determinó como se ig
dica cn a).

6.- Determinación de la actividad de las RNApolímerasas en las
preparaciones de enzimas solubles

Las determinaciones se realizaron en un volumen final de 50¡bl.
Inicialmente cada tubo de reacción tenia en un volumen final de

30 LI, los siguientes componentes: Tris-HCl (pH 7.9) 2,h}bmoles;

Hn Cl2 0,08.hmoles; NaF0,3}unoles; fosfoenolpiruvato 0,25¡bmoles:
píruvato kinasa 0,251Jg; dítiotreitol 0,05 Lmoles; Z-nercaptoetanol
0.08‘bmoles; ATP, GTPy CTP 0,028‘Lmoles de cada uno; 0,5 nmoles

de UTPno marcado: 0,5,bCi de [3H] UTP (actividad especifica 1000
Ci/Hol) Y S‘Lg de DNAde timo de ternero. El estado del templado

de DNA(nativo o denaturalizado) y la concentración final de Sulfato



de amonio en la mezcla de reacción se indicarán en cada experimento.

En los extractos crudos (Fracción F2) la actividad enzimática fué
determinada en presencia y au5encia de h Ág/ml de C!=amanitina y la

actividad correspondiente a las RNApolimerasas l y ll se determinó
comose describe en el punto 5.- Las reacciones fueron iniciadas por

la adición de aiicuotas de 5 a 20 Li de las soluciones de enzima.
El volumen restante fué comnletado con Buffer A conteniendo la can­

tidad apropiada de Hg Cl2 de modo que SJ concentración final en la
mezcla de reacción fuera de 2,5 nn. Desvués de un periodo de incuba­

ción de10 minutos a 37°C, salvo que se indique otra cosa, las reac­
ciones se detuvieron cn frio por la adición de 30 LI de SDS 1 Z ­

pirofosfato de sodio 0,05 H. Se tomaron alicuotas de 70.bl y se pí­
petearon sobre filtros WhatmnnDE-81 (2,5 cm de diámetro). Los fil­

tros se procesaron y la radioactividad se midió como lo indica Lín­

dell y col (1970). El [3H] se leyó con una eficiencia del 30 K.
La mezcla de reacción descripta anteriormente contenia niveles no

Saturantes de UTP(0,01 mH)y Se utilizó en las determinaciones de

rutina. Sin embargo,cuando se comparar0n las actividades enzimáti­
cas en las diferentes etapas de purificación, la concentración de UTP
se elevó a un nivel saturante de 0,10 mH.Esta concentración se esti­
mó de la curva de actividad de las RNAnolimerasas en función de can­

tidades crecientes de UTP.Ligeras diferencias en la actividad de las
RNApolimerasas se observaron entre las distintas preparaciones de

DNA,probablemente debido a variaciones en el número 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 preparación de DNA.

7.- getermínación de la actividad de DNApolimerasa

La actividad de DNApolimerasa fué determinada utilizando la mez

cla de reacción denominada Sistema C, por Franze-Fernández y col.(1975)



con la adición de 0,2 mMde dATP, dGTP y dCTP; 0,02 mM[CH3-H3] -TTP
(actividad especifica 350 Cpm/pmol) y zoo .ug/ml de DNAde timo de
ternero"activadoÏ

8.- Determinación de la conductividad

La concentración de sulfato de amonio en las preparaciones de en­
zimas y fracciones eluidas de las columnas de cromatografía se deter­

minó tomando una alïcuota de 10.bl, mezclándola con 3 ml de agua bideí

tilada y midiendo la conductividad a temperatura ambiente con un Indl
cador de Resistencia Electrolitica N°h960, (Leeds and Northrup Co.).
Las concentraciones salinas se calcularon por interpelación de curvas
standards previamente construidas con soluciones de sulfato de amonio
conocidas en Buffer A.

9.- Determinación de DNAy proteinas

Las determinaciones de DNAse 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 ambosmétodos se utilizó Sero albúmina cristalina comostandard.
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PURIFICACIOH PARCIAL Y CARACTERIZACION DE LAS RNA POLIHERASAS DNA
DEPENDIENTES DE CELULAS DE TUHOR ASCITICO DE EHRLICH

1.- Determinación de la actividad de las diferentes RNApolimerasas
en los nncieos aislados

Comosc indicó previamente (Introducción General) las tres cia
ses principales de RNApolímerasas DNAdependientes de eucariotes se

pueden distinnuir por su diferente sensibilidad a Ia CK'amanítina. En

todas las células animales estudiadas la RNApolimerasa l es completa
mente resistente a esta toxina afin a concentraciones tan elevadas co­

mo200-h00.bg/ml, mientras la polimerasa ll es inhibida totalmente

por muybajas concentraciones (0,1 a 0,5.bg/ml) de O(-amanitina (Lin
dell y col, 1970; Kedinger y col, 1970; Jacob, 1973). La RNApolimerg
sa lll es sensible a concentraciones intermedias de esta toxina, ya
que la inhibición total se logra en una concentración de 150 a 200.Lg/nl
(Weinmann y Roeder, 197h; Weil y Blatti, 1975; Hossenlopp y col,1975).
Mediante el uso de la CX-amanitina es posible determinar la actividad

de cada una de estas enzimas en sistemas complejos como los núcleos

aislados. Asi, la actividad no inhibíble por altas concentraciones de
cX-amanitina corresoondcrá a la polimerasa l, la inhibible por bajas

concentraciones (hasta aprox. 0,1.hg/ml) a la polimerasa ll y la acbl
vidad que es sensible desde 0,1.bg/ml hasta 200,bg/ml a la polímerasa
lll. Comose muestra en la Figura i, la máximainhibición de Ia acti­
vidad de RNApolimerasa en los núcleos aislados de células de tumor

ascïtico de Ehrlich se logra a una concentración de 0,1ÁJg/mi de CK-amg
nitina. Los resultados no indican la presencia, dentro de los limites
de detección del ensayo (3 a 5 2 de la actividad total), de RNApolí­
merasa lll ya que no se observa una posterior inhibición de la acti­

vidad cnzimótica a concentraciones de 200¡Lg/nl de la droga. Por lo
tanto en nuestra preparación de núcleos aislados, la actividad insen­
sible a la °('amanitina correSponde principalmente a la RNApolimera­
sa I, mientras que Ia actividad sensible, calculada por la diferencia



entre la actividad enzimática determinada en ausencia de CX-amanitina

y la determinada en presencia de concentraciones de la droga iguales
o superiores a 0,1‘Lg/ml, representa a la RNApolímerasa Il.
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Figura 1: Efecto de concentraciones (recientes de °(-amanitina sobre
la actividad de a; RNApo imerasas en los núcleos aislados.
Las células se íncuharon en un medio completo durante 90 mi
nutos. Ai cabo de ese tiempo se aislaron los nficieos y se _
determinó la actividad de RNApoiimerasa a baja fuerza ióníca
(ver Métodos) y en presencia de las c0ncentraci0nes indicadas
de ci-amanitína. La activícad de RNApoiimerasa (C>-Cb<D) se
expresa comoporcentaje de ia actividad medida en ausencia de
°<-amanitína. 100 Z represanta la incorporación de 907 picomo
les de UHPpor mi. cn 8 minutos. ’­
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2.- Extracción de las RHApolimerasas

Para determinar la actividad de las diversas RNApolimerasas sola
bilizadas de los núcleos de células incubadas en distintas condiciones

es importante utilizar un nítodo de extracción de las enzimas que no
resulte en pérdidas significativas de la actividad o de posibles fac­
tores regulatorios. En los distintos sistemas de eucariotes estudiados
se han utilizado procedimientos diversos de extracción de las RNApo­
limerasas con éxito variable dependiendo de la enzima (nolimerasa l,

I| ó lll) y del sistema (Jacob, 1973). Por lo tanto,se realizó un ei
tudio preliminar co :arandn los resultados de la aplicación de dis­

tintos Lótodos de solubilización, a saber: agitación a )aja concentnfl
ción salina, extracciones SuceSÍVüScon cOncentraciones crecientes
de sulfato de aronío (desde 0,2 H a 1 Mde la sal), previa agitación

por tiempos variables, sonicación a baja y alta fuerza iónica. Los ren
dimientos máximosde actividad soluble, en particular de la RNApoli­

meraso l, se obtuvieron sólo cuando se incluyó la etapa de sonicación
a alta concentración salina. En efecto, mientras la actividad de la
RNApolimerasa ll podia solubilizarse eficientemente por otros proce­
dímientos (por ejemplo por agitación a 0,5 H de Sulfato de amonio), un

elevado porcentaje (aproximadamente un 30 Z) de la actividad de la RNA

polimerasa l permanecia fuertemente asociada a la cromatina, siendo i:
soluble en esas condiciones. Por consiguiente, la actividad de las RNA

polimerasas presentes en los nücleos aislados de célulasde tumor asc:
tico de Ehrlich se solubilizaron por procedimientos que incluyen soni­
cación a alta fuerza iónica, reducción de la fuerza iónica por dilución
con posterior eliminación de la cromatina por centrífugación y fraccio­
namiento con Sulfato de amonio (verHMétodoss. De esta forma se obtuvo

la Fracción F2. Mediante la precipitación ccmSulfato de amonio se con­

siguió purificar parcialmente y concentrar las enzimas solubilizadas,

con la consiguiente estabilización de las mismas. En las fracciones dei
cartadas no se detectó actividad enzimática alguna. La ruptura Sónica
de los núcleos en una solución a alta fuerza iónica libera la totalidad
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de la actividad de RNApolimerasa en una forma soluble totalmente de­

pendiente de la adición de un DNAexégeno (datos no mostrados). Ademáa
la Fracción F2 no contiene DNAdetectable. Esto Gltimo es importante

para la posterior purificación de lasenzimaspor cromatografïa en re­

sinas de intercambio lónico. Con la finalidad de determinar la repqg
ducibilídad del procedimiento de solubilízación Se hicieron dos pre­
paraciones simultáneas (F2a y F2b) partiendo de la miSmasuspensión

de núcleos (Tabla l). Comolo indican los datos de la Tabla l por ei
te método se obtiene una alta y reproducible recuperación de la ac­
tividad enzimática.

TABLAl : Solubílizacion de las RNApolimerasas

Etapa de Purificación Actividad de RHApolimerasa
(picomoles/g de células)

I Recuperación ll Recuperación
2

Núcleos #670 ioo 7707 100

F2a 3652 78 5h25 70

F2b 3h89 75 56h2 73

Las células fueron incubadas durante 60 minutos en un medio completo.
Al cabo de ese tiempo se aíslaron los nücleos y se determinó la activi
dad de RNApolimerasa a alta fuerza iónica segün se indica en"Métodosï

,La suspensión nuclear se dividió en dos alïcuotas iguales y las RNApo
límerasas se solubilizaron de cada a Tcuota en forma simultánea y bajo
idénticas condiciones por el procedimiento descripto enhnétodosï La ac
tividad de RNApolimerasa soluble (F2a y F2b) se determinó en presencia
de 0,10 mHUTP; 0,06-0,07 H de sulfato de amonio y DNAdenaturalizado.
En los núcleos aislados y F2 la actividad de RNApolimerasa se determi­
nó en ausencia y presencia de ALg/ml deCX-ananitina. La actividad de
las RNApolimerasas l y lI sc determ'nó c0mo se indica en"HétodosÏ La
actividad enzimática está expresada en picomoles totales de UHPincor­
porados en RNAen lO mín por gramo original de células.
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En la figura 2 se ilustra ei efecto de concentraciones crecientes de
cK-ananitinu sobre la actividad de ias RNApolimerasas presentes en la
Fracción F2. La concentración de oGamanitina requerida para alcanzar la

máximainhibición de la actividad sensible (0,1.bg/ml)es comparable a
la obtenida con la actividad endógena de RNApoiimerasaen los nücleos

isladn; (Figure i). Ln ia Fracción F2,comoen los núcleos aislados, noa

se pudu detectar actividad correspondiente a la RNApolimerasa Ill ya
que no se ohnurvó una posterior inhibición de la actividad enzimática en

todo ei ramon Jo concentraciones de<xïamanitina desde 0,1 a 200 Lg/ml
(Wcínmanny Rcedtr,197fi; Weil y Blattí,1976) (Figura 2).

ActividaddeRNApoiimerasa(g)

i n l l l L, l l

-h -3 -Z -I o 1 2 310 10 10' 10 10 10 iO IO

OC-amanitina (bg/ml)

Fiqura 2: Efecto de concentraciones crecientes decxïamanitina sobre la ac
tívidnd de las RHAooiírcrasas en la Fracción F2. La solubilizg
ción de las RNApolincrasas y obtención de la Fracción F2 se rea
lizó como sc indica en ia Tabla I. La actividad de RNApoiimera:
sa se determinó en presencia de 0,01mMUTP; 0,06-0,07 Mde sul­
rato de amonio; DNAdenaturaiizado y ¡as concentraciones indica­
das deCX-amanitina.La actividad náxima(1002) representa la incor
poración de 989 pic0moies/mi de EMPen IO mín. ­
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3.- Resolución por cromatonrafia en DEAE-Sephadex

La cromatografía en DEAE-Sephadex re5uelve a las RNApolíme­

rasas solubilí7adas en dos picos de actividad que se designaron

I y Il (Figura 3).

El primer pico cluye a 0,07 - 0,09 H de Sulfato de amonio y

es insensible aún a altas cencentraciOnes (200.bn/ml) de O<-amfi
nitina (Fiqurh 6).

El segundo pico cluye a aproximada ¿nte 0,25 H de sulfato de

amonio y es totalnente inhibido por muybajas concentraciones

(0,10.Lg/ml) Un la droga (Figuras 3 y 8). Con respecto a estas

propiedades las formas l y Il se corresponden con las RNApoliqg
rasas l y ll (A y B siguiendo la terminolcgia de Chambony col,

1970) de otros organismos eucarióticos (Chambeny col, 1970; Roeder

y Ruttcr, 1969; Blatti y col, 1970; Schwartz y col, l97h).
Las polimarasas l y ll exhiben diferentes propiedades catalití­

cas (ver más adelante) y sus caracteristicas de elución en DEAE-SE
phadex se mantienen después de la recromatOgrafia en idénticas con­

diciones (Figura h). Es decir que no se observan cemplejos disocia­
bleso interconvertibilidad en ninguna de las dos enzimas.

Comoera de esperar,de acuerdo a los resultados indicados en

los núcleos aislados (Figura l) y en la Fracción F2 (Figura 2),no

se encontró el pico de actividad correspondiente a la RNApolímeng
Uc’ . o .

lllq por lo menos, en plasmacitoma murinlco (Schwartz y col,197h),sa

tino de ternero (Weil y Blatti, 1975) y células Hela (Ueíl y Blatti,
1976) cluye en la vecindad de la RNApolimerasa ll.
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Fracción N°

Resolución de las RHAnolimerasas nor cromatoorafia en
BÉAE-Sephadex. Las RNA polimerasas se solubilizaron de los ng
cleos de celulas incubadas 90 min en un medio completo. Una ahí
cuota de la Fracción F2 correspondiente a 0,85 g de células y
conteniendo 12 mg de proteina se cromatografió en una columna
de DEAE-Sephadex(0,9x7 cm) como se describe enuhétodosz La acti
vidad de RNApolimerasa se determinó en presencia de 0,01 mHd;
UTP, DNAdenaturalizado y a la concentración de Sulfato de amonio
resultante de la dilución de 20.bl de cada una de las fracciones
en ellyolumen final de SOJUl de la mezcla de reacción que se indi
ca en HétodosÏEsta concentración salina era ligeramente suhóptimï
para las fracciones del pico l y cercana a la óptima para las frac
ciones del pico l|.La actividad de RHApolimerasa está expresada —
en picomoles de UMPincorporados en RNApor 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 mMde UTP.Actividad de RNApolimerasa en la ausen
cia(°-°-0)y en la presencia(O-O-o)de llig/ml deOC-amanitina. —
É*-*‘“* )Concentraci6n de sulfato de amonio.
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Fracción no.
Fiqura h: Rccronwtonrnfia en DEAE-Sunhadnxde las RNAunlincrasas l y II

Una alicuotn de la Fracci;1 +2 corrcsoondiente a 0,8 g de céiu
las se cromatografió en DEÁE'Sephudcxcomo se describe en la m
Figura 3.Las Fracciones correspondientes a los picos de actividad
de las RNApoiinorasas l yll respectivamente se reunieron separada
mente, sc diluycrOn c0n Buffer A, hasta una concentración de sulfï
to de amonio de 0,05 H y se recromatoqrafiaron en idénticas colum­
nas de DEAE-Scphadex(0,9x7 cm)c0mo sc indica en la Figura 3. En A
se muestra el perfil de elución de la RNApolímerasa | (
y en fi_el de la RNApoiimerasa |I (0-<>4D ).Ln actividad de HHA
polimcrasa se determinó comosc describe en la Figura 3.(-*-*h)
Concontración dc Sulfato de Anonio.



Las recuperaciones de la actividad de las RNApolimerasas l y ll en

la cromatografía en DEAE-Sephadex(con respecto a la Fracción F2),
en diversos experimentos independientes, Se indican en la Tabla ll.

Recuperación de la actividad de las RNA
TABLA ll : polimerasas en la cromatOgrafia en DEAE­

Sephadex

Z de actividad de las RNApolimerasas
Experimento N° recuperada en la cromatografía en DEAE­

Sephadex

I ll

1 97 82

2 107 79

3 lll 85

1+ 92 7o

5 102 72

Las RNApolimerasas se purificaron por cromatografía en DEAE-Sephadcx
como se describe en “Métodos”. Los porcentajes de recuperación de la
actividad de las polímerasas l y ll se calcularon en base a las actívi
dades enzimáticas de la Fracción F2 insensibles y sensibles a h)bg/ml
de o(-amanitína.

Se observa una alta y reproducíble recuperación de la actividad de
la RNApolimerasa l. El incremento aparente de la actividad de esta cn­
zima en la etapa de DEAE-Sephadexse debe probablemente a la presencia

¡de componentes inhibitoríos en los extractos crudos (Fracción F2) (Kc­

dinger y col, 1972; Schwartz y Roeder, 197h; Roeder, 197h). La recupera

ción de actividad de la polimerasa Il no es tan alta; comopara esta el
zima se han descripto factores de activación (Stein y Hausen, 1970; Sui
gen y Keller, 1973),es probable que la menor recuperación se deba a la

pérdida de algün factor. En la FracciSn F2 no se detecta pérdida alguna
de la actividad enzimática luego de 25-30 dias de congelamiento a - 80°C.
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Sin embargo, después de la purificación por DEAE-Sephadexlas en­

zimas son más inestables, manteniendo el 100 Z de la actividad sólo
durante los 2-3 primeros dias de connelamiento a -80°C. En periodos

mayores de tiempo se observa una mayor inestabilidad de la polimerasa I
con reSpecto a la Il. En efecto, los porcentajes de supervivencia de

la actividad enzimática por congelamiento a - 30°C a los S, 9 y 20

dias son de 75 Z, 55 Z, y lS 8 para la RNApolímerasa I y de 100 2,

lOO Z y 85 Z para la RNApolímerasa Il. Una mayor estabilidad de la

polimerasa ll con respecto a la polimerasa I ha sido indicada también
en otros sistemas de eucariotes estudiados (Roeder y Rutter, 1970;
Jacob, 1973).

h.- Esquemaqeneral del Método de Purificación parcial

En la Tabla lll se reSume el proceso de purificación de las RNA

polimerasas de células de tumor ascitico de Ehrlich. Los cálculos de
las recuperaciones de la actividad enzimática presente en la suspen­
sión de núcleos originales (c0nsiderada como100 2) deben tomarse con

cierta cautela pues este valor original representa la actividad de las
RNApolimerasas frente a su propio templado cromosómico, mientras que

la actividad de las enzimas solubles se determina frente a un templado
de DNAexógeno. Ho obstante, las recuperaciones en las sucesivas etapas

del procedimiento de purificación son siempre elevadas y altamente re­
producibles.

Los rendimientos de las enzimas obtenidos por este método de puri­
ficación son comparables a los indicados en otras células eucarióticas

(Kedinger y col, 1972; Sudgen y Keller, l973; Schwartz y col, 197h).
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Resumen de Purificación de las RNApolimerasas
TABLA Ill : DNAdependientes de células de tumor ascïtico

de Ehrlich

Etapa de Purificación Actividad de RNApolimerasa
Pícomoles/q de células

l Recuperación ll Recuperación
2 z

Núcleos h53i 100 6287 100

Fracción F2 3597 79 5270 8h

DEAE-Sephadex 3677 81 3823 61

Los datos de la tabla resumen los resultados de un experimento representa
tivo. Las células se incubaron 90 míw en un medio con aminoácidos. A] ca:
bo de este tiempo se aislaron los núcleos y sc purificaron las RNApolírï
rasas comose describe en “Métodos”. La actividad de las polimerasas l y
ll en los núcleos aislados y en la Fracción F2 se determinó como se descri
be en la Tabla I. En la etapa de DEAE-Sephadexla actividad enzimática se-'
determinó en presencia de 0,10 mMde UTPy DNAdenaturalizado. La conccn ­
tración de sulfato de amonio en la mezcla de reacción era de 35 mHy 80 mH
para las polinerasas l y ll respectivamente. La actividad enzimática está
expresada en picomoles totales de UM?incorporados en RNAen IO min por
gramooriginal de células.

5.- Caracterización de las RNApolímzrasas l y ll parcialmente purificadas

La caracterización de las RNApolimerasas con reSpecto a las diferen­
propicdadcs que se describirán a continuación se realizó con las enzi
purificadas por cromatografía en DEAE-Sephadex.Con la finalidad de

los reSultados sean comparables, este estudio se hizo en condiciones
similares a las indicadas para las enzimas análogas aisladas de otros sis­
temas de eucariotes.
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a) Propiedades de la reacción catalizada por las RNApolimerasas

Las caracteristicas generales de ¡a reacción catalizada por
las RNApoiimerasas l y Il se muestran en la Tabla |V.

Ambasenzimas muestran un absoluto requerimiento de DNA,de

un cation divalente (Hg++6 Hm++)y de los cuatro ribonucleósl
dos trifosfato.

El tratamiento con actinomícína o DHasaimpide la sintesis de

RNA.El producto formado es RNA, como lo demuestra su destrucción

en la presencia de álcaii o RHasa. Por lo tantq las dos activida­
des enzimáticas exhiben todas las caracteristicas esperadas de las
RNApolímerasas DNAdependientes. Las preparaciones de las enzimas

no muestran actividad de nucleasas. Aunque es probable que haya ng_
cleasas presentes, dado que estas preparaciones de enzima están

aün impuras, éstas no tienen un efecto cuantitativo sobre las dete;
minaciones de la actividad pues los RNASsintetizados no son degní
dados durante todo ei periodo de incubación.

La rifampicina AF/013, un derivado semi-sintético de la rifampi­
cina, se ha demostrado que inhibe la iniciación, pero no la eionga­
ción, de cadenas de RNApor las RNApolimerasas I y ll de timo de

ternero (Heilhac y col, 1973) y de higado de rata (Butterworth y co|,
1971).

Comoen esos sistemas, ia preincubacíón de las enzimas con rifag
picina AF/013 inhibe toda la actividad.
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TABLA¡V ¡ Caracterización de la reacción catalizada
por las RNApolímerasas I y ll

Condición experimental Actividad de RNApolimerasa
Z

l ll

Medio de incubación normal 100 100

- DNA 0 0

- ATP, GTP, CTP 2,2 h

-r1m++ y Mg++ o o

+ Actinomicina D (h0.hg/ml) 2,3 1,8
+ DNasa 0 0

+ RNasa 23 25

+ NaOH 2.7 3.2

"Desplazamiento“con UTPno marcado 97 98

+ Rifampícína AF/013 0 0

- Las RNApolimerasas l y ll fueron purificadas por cromatografia en
DEAE-Sephadexcomo se indica en la Tabla lll y, salvo las omisiones ó
adiciones indicadas, su actividad se determinó en presencia de 0,01 mH
UTP, a la concentración salina óptima de cada enzima (ver Figura 10 y
Tabla VI) y utilizando DNAnativo como templado para la polimerasa l
y DNAdenaturalizado para la polimerasa |l. La DNasa l (80 hg/ml) fué
preincubada lO min a 37°C con la mezcla de incubación antes de la adi­
ción de las enzimas. La RNasa pancreátíca (20.bg en 0,020 ml de H 0)
ó 0,02 ml de NaOHZNse adicionaron después de 10 minutos de incubación
y la incubación Se continuó por un periodo adicional de 20 minutos. En
el experimento de “deSplazamiento” se adicionó un exceso de SOveces
de UTPno marcado (cuando las otras reacciones habian finalizado) y la
incubación se continuó por un periodo de 20 minutos. Los controles con­
tenian H 0. Cuando se indica,las enzimas fueron preincubadas con rifam­
picina AÉ/013 (zoo.Lg/m1) durante 5 min a o°c antes de la adición de
los restantes componentesde la reacción, ¡00 Z representa la actividad
de las RNApolimerasas l y ll en condiciones normales de incubación y
corresponde a 298 y h87 picomoles/ml de UMPincorporados en 10 mín.
re5pectivamente.
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b) Requerimientos de UTP de la RNApoiimerasa I

Debidoal elevado costo de los nucleósidos trifosfato radio­

activos, la mezcla de la determinación de la actividad de las

RNApoihnwasas utiliznia en los ensayos de rutina contenïa cal
tidüdaïh limitantes rit- UTP (0,01 mH) (ver ":1étodos"). Sin embaL
go para cu ntítar los niveles de actividad de las RNApolimera­
sas extraídas de células incubadas en diferentes c0ndiciones 6

para doterminar las recuperaciones de la actividad enzimática
en las sucesivas etapas de purificación Se requeria el empleo de
c0ncentracienes saturantes de este nucieótido. Por esta razón se

determinó ia actividad de la RNApolímerasa l en función de conceg
traciones crecientes de UTP. Comose ilustra en la Figura 5,esta
enzima exhibia la tipica cinética de Hichaelis Menton al aumentar
la concentración de UTP. Del gráfico de las inversas se calculó

un valor de Kmaparente de 25,hH para UTP. En base n estos resulta
dos las determinaciones dc la actividad enzimática en condiciones
no limitantes de sustrato se realizaron a una concentración de UTP

de 0,1 mH.

Por otra parte, comose detalla en “Métodos”, en todos los ensg_
yos se utilizaron siempre concentraciones saturantes de iosctros

tres ribonucieósidos trifosfato (aproxo 0,30 mM).
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Figura 5: Efecto dc la concentración de UTPsobre la actividad de la
RNApolimcrasa l
La RNApolimerasa I fué obtenida de la cromatografía en DEAE-Sg
phadex comose indica en la Tabla lll. La actividad enzimática
se determinó comose describe “Métodos” pero a las concentracío
nes indicadas de UTPy en presencia de 0,5 mHde los restantes­
nucleósidos trifosfato(ATP, GTPy CTP) y de DNAnativo como tea
plado. La concentración de Sulfato de amonio en la mezcla de rs
acción era de 32 mH. La incorporación de[?H] UHPse expresa en
Picomoles/mín y se determinó en incubacioncs de 5 min a 37°C,
de modoque corresponden a Vulocídades iniciales (ver Figura 6).­
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c) Síntesis de RNAcatalizada por las RNApolimerasas
en función del tiempo y ee ¡a concentraCIon ee proteinas

Las RNApolimerasas de eucariotes son altamentes inestables, es
pecialmente a bajas concentraciones. Además,las enzimas eluïdas de
la columna de DEAE-Sephadex están aün impuras(ver PARTEll) y pueden

contener inhibidores. Para poder cuantítar los niveles de las RNAmi
limerasas nucleares es necesario establecer que la actividad de las
enzimas parcialmente purificadas muestran siempre relaciones linea­
les con respecto al tiempo y a la concentración dc proteinas. La
cinética de la reacción catalizada por las polimerasas l y ll se
ilustra en la Figura 6.

Para ambas enzimas la incorporación de [al] UMPen RNAes lineal
por lo menos hasta los 15 minutos. Huy a menudo después de este tiem
po se observa una disminución en la velocidad de sintesis de RNAy

la incorporación de nucleótidos no es lineal. Por lo tanto, en todos
los ensayos de la actividad enzimática se utilizaron solo periodos
cortos de incubación (no más de 10 minutos). La actividad de las RNA

polimerasas I y ll purificadas por cromatografïa en DEAE-Sephadex,
también aumenta linealmente con la concentración de proteinas (Figu­
ra 7). Resultados similares a los ilustrados en las Figuras 6 y 7 se

obtuvieron con las enzimas extraídas de células incubadas en diferen
tes condiciones fisiológicas (resultados no mostrados). Por el con­
trario,la actividad de las RNApolimerasas (l y ll) en los extractos
nucleares crudos(Fracci6n F2) no es lineal con respecto a la concen­

tración de proteinas,presumiblemente debido a la presencia de inhibi
dores no especificos (datos no mostrados). Por lo tanto,los extraeo
tos nucleares crudos no constituyen una fracción apropiada para la
exacta cuantitación de los niveles de las polimerasas solubles.
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Fiqura 6: Cinítica de la reacción d: las RNAvolimerasns | y ll
La rracciew F4, cerresprnt:onte a I g de células, se cromatonra
fió en DEAE-Sephadexcomo su describe en la Figura 3. Las frac­
ciones correspondientes a los picos de actividad de las enzimas
l y Il se reunieron separadamente y la actividad de RNApolime­
rasa se determinó tomando alïcuotas de 20 jH y usando DHAdena­
turalizado. La concentración de Sulfato de amonio en la mezcla
de reacción era de 30 mHpara la polimerasa l ( C»—1)—1)) y de
80 mHpara la polimerasa ll (H-A ).
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Figura 7: Actividad de las RNApolimerasas en función de la concen­

tracion de proteinas.- Las BLApolimerasas l y ll se OBtuvicron
de la cromatoqrafia cn DEAE-Sephadexcomo se indica en la Finu­
ra 6 y su actividad se determinó en el volumen standard de SOÁH
comose describe en “Métodos”. El templado utilizado y concentra
ción de Sulfato de amonio en la mezcla de reacción se indican en
la Figura 6. Los volúmenes de reacción, concentraciones de sulfa
to de amonio y dc sero albúmina bovina se mantuvieron constante;
mediante la adición de la cantidad apropiada de Buffer A contenien
do sero albúmina bovina y ajustado a la misma concentración salina
que las fracciones de las enzimas. Veinte.Ll de las fracciones de
las polimerasas I y II centenïan aproximadamente h,8.hg y 3 bg de
proteina endógena respectivamentc.( C>—<>—<:) Actividad de RNA
polimerasa l, ( ¿r-1g-1g ) actividad de RNApolimerasa ll.
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.d) Sensibilidad a la O<-amanitína

Comose indica en la Figura S la enzima l no es inhibida por la

0<-amanitina aún a concentraciones tan elevadas como200 bg/ml.

La polímerasa Il exhibe la clásica curva de Sensibilidades a la CK-ami
nitina descripta nara la enzima Il de otras células de mamífero. (Lin

dell y col, 197W;fleínnnnn y Roeder, 197h; Weil y Blatti, 1975) con un

50 Z de inhibición de la actividad a una concentración de 0,02 ,bg/ml

de la droga.

Figura 8:
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Efecto de 1a<3<-amanítína sobre la actividad de las RNApolímerasas l v ll

Las RNApolímerasas l y ll se obtuvieron de la cromathrafia en DEAE-Se
phadex c0mose describe en la Tabla lll y su actividad se determinó cd'
no se indica en la Tabla IV. La c0ncentración de CK-amanitina (nremei:
clada con la enzima a 0°C, antes de la adición de los sustratos y el
templado) fué variada como se indica. La actividad de RNApoiimerasa se
expresa comoporcentaje de la actividad determinada en ausencia de
0<-nmanítína. La actividad máxima(130 Z) representa la incorporación
de 305 y 1473 picomolcs/ml de UHPen 13 min para las polimerasas I
( °-°—° ) y || H-O ) respectivamente.
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e) Requerimientos de cati0nes divalentes

, ,, ++ ++ ,
Las curvas de actuvacuon con Hn y Mg , dc cada una de las enz;

mas se ilustran en ia Figura 9. Ambas formas de en7ima exhiben máxi­
. . ++ .. .

ma aCthldad con Hn a una concentracion de ¡,5-2 mH, mientras la
. . _ . ++ . . .

actIVIdad optima con Hg se mantiene score un amplio rango de conce:
., ,. . . . . H ++ ++tracion. Jln emoargo, las relacuones de actuvndad nn /Hg a la c0n­

centración óptima de cada ion mLestran diferencias significativas,
siendo de aproximadamente 3 y 10 para las RNAoolimerasas | y ll res­

pectivamente. Valores similares han sido indicados para las enzimas
análogas de otras células eucarí5tícas (Blatti y col, 1970; Chambon,
197h; Rutter, 1975)

r l l l l l l

¡- A B Í l 1

3-5 ' 1 d'- H 1
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m 80 _ d_ ++

.E j3 o
a 60 .- ­
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'g r. M +4 -p _'Ug t’á--. -‘—_ 0/. ° “0-­
3 20 ’ X - M H­3 d 9 é
< 1/ ¡,o.-Q-O--O--O----O---O­

' n 1 l l l ' l l l l J

2 h 6 8 10 O 2 h 6 8 10

Concentración de ion metálico (nu)

Fiqurn 9: Efecto de la concentración de iones metálicos divalentes
sobre la actividad de las KHApolin:rasas.- Para estos estudios

y los dcscriptos en la Figura 10 las preparaciones de cada una
de las enzimas purificadas por DEAE-Sephadexfueron diaiizadas
contra Euffcr B conteniendo 0,03“ sulfato de amonio para elimi­
nar los iones Mg++y disminuir la concentración salina.Exceptuan
do la concentración del ión metálico, que es la que se indica, ­
la actividad sc determinó comoen la Tabla lV. La máxima activi­
dad(con Hn++en ambos casos) representa la incorporación de 355
y 820 picomoles de UHPpor ml en IO min para las RNApolimerasas
l (Parte A ) y ll (Parte B ) respectivamente.
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f) Efecto de la fuerza iónica
Las RNApolimerasas l y ll de los diversos sistemas de eucariotes

estudiados exhiben curvas de activación salina diferentes (Roeder y

Rutter, 1969; Jacob, 1973; Schwartz y col, l97h). Similares reSUlta­
dos se encontraron con las RNApolimerasas de células de tumor asci­

tico dc Ehrlich. En la Figura 10 se ilustra el efecto de c0ncentra­
ciones crecientes de sulfato de amonio sobre la actividad de las RNA

polimerasas. Con DNAnativo c0mo templado la forma I exhibe la acti­

vidad optima a una c0ncentración de sulfato de an0nio de ha nH, mien­

tras la forma Il, con DNAdenaturalízado como templado, muestra un ón­
timo a 100 mHde la sal.
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Figura lO: Efecto de la concentración de sulfato de anonio sobre la actividad
de las ¡cm polimorasasn Las preoaracíones de las ¡{31Apolimerasas
l y ll fueron dializadas comose describe en la Figura 9. Excentuando
la concentración de sulfato de amonio que es la que se indica, la ac­
tívidad de RNApolímerasa se determinó como en la Tabla IV. La actívi
dad máxima (lOO Z) representa la incorporación de 23h y 870 pic0mole;
de UHPpor mi en 10 nin para la RNApolímerasas l ( 13-<)-4D-) y Il
( 0-0-0 ) respectivamente.
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g) Preferenciasde templado

Las RNApolimerasas purificacas Dor cromatografía en DEAE­

Sephadex exhiben un absoluto recuerímiento de un templado exé
geno (Tabla IV). La Figura 11 ilustra las curvas de saturación
de las enzimas con DNAnativo y denaturalizado de timo de ter­

nero. La RNApoiimerasa l transcribe más eficientemente el DNA

nativo que el denaturaiizado, mientras io contrario ocurre c0n

la polimerasa II. La relación de actividad DNAnativo / DNAdE
naturaiizado a saturación de tenplado es de 2,2 para la enzima l

y de 0,2 para la enzima II. Las curvas de saturación de templado

muestran que hay inhibición a cancentracíOnes mayores de 0,3 mg/ni

para las dos formas de enzima (catos no mostrados). Similares r2
sultados se han indicado para las RNApolimerasas de bazo de ratón

inyectado y no inyectado por el virus de leucemia (Sethí y Gallo,
1975). Otros templados, en cantidades no limitantes,como el poli A,
poli A-oiigo dT y el DNAde timc de ternero “activado” ** son trans­

criptos pobremente por ambas enzimas (datos no mostrados).

.I..'.u n El DNAde timo de ternero “activado” fué preparado como io describe

Franze-Fernández y col, (1975).
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Fíqura 11: Transcripción relativa del DNAnativo y denaturaiizado
por las RIMpolimcrasas l y ll.- Las RNApolímerasas l y Il se ob

tuvieron de ia cromatografía en DEAE-Sephadexcomo se describe en
la Tabla III. El DNAde timo de ternero fué preoarado en una soiu
ción conteniendo 0,05 n de Tris HC] pH 7.9 y 0,05 H de KCI y denïa'
turaiízndo por calentamiento durante 10 minutos a 98°C y enfría :­
micnto rápido en un baño de hielo-sal. Exceptuando la concentra ­
ción y el estado de] templado, la actividad de RNApolimerasa se
determinó como se indica en la Tabla IV y se expresa en pícomoles
por ml dc UHPincorporados en 8 minutos.( m) DNAnativo,
(0-0-0 ) DNAdenatural izado.



h) Sensibilidad térmica de las FNApolimerasas

Shields y Tata (1973) encontraron que las RNApoiimerasas de nl
gado de rata exhibïan una sensibilidad térmica diferencial siendo

la forma l más termolábil que le ll. Estos reSultados fueron confí;
madosen otros sistemas de eucaríotes(Somers y col,1975) y proporcig
nan una evidencia posterior distintiva de las RNApolimerasas l y ll.
El efecto del precalentamiento de las enzimas durante 10 minutos a
diferentes temperaturas se ilustra en la Figura 12.Mientras la RNA
polimcrasa l retiene sólo el 15 Z de su actividad inicial después

del precalentamiento durante 10 minutos a h3°C, la polimerasa ll mi
tiene el #5 Z de su actividad inicial y sólo a temperaturas superíg
res a 51°C es rápidamente inactivada. Resultados similares se obtu­
vieron con las RNApolímerasas ce higado de rata(Shields y Tata,1973)

y de células L 6 (Somcrs y col, l975).
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60 - II _

ho — _

I
20 - _1.,.\.\.L.

l

37 39 ¿+1 l+3 LIS ¡v7 149 51

temperatura (°C)

ActividaddeRNApolimerasa(Z)

Fiqura 12: Sensibilidad térmica de las RNAnolimerasas.- Las polimerasas
l y ll se obtuvieron de la cromatografía en DEAE-Sephadexco­
mo se indica en “Metodos”. Alïcuotas de 100.bl de las prepaqí
ciones de cada una de las enzimas conteniendo 1,25 mg/ml de
albúmina fueron incubadas a las temperaturas indicadas durante
lO minutos y luego enfriadas rápidamente en un baño de hielo y//
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//agua. La actividad remanente fue determinada comose ¡hdi
ca en “Métodos” utilizando DNAnativo como templado pa­
ra la forma I ( 0-0-0 ) y DHAdenaturalizado para la for
ma ll ( 0-0-0 ). La concentración de Sulfato de amonio.­
en la mezcla de reacción era de 30 mHy 70 mH para las ng
limerasas I y ll respectivanente. La actividad se expresa
comoporcentaje de la actividad enzimática no sometida a
precalentawíento. ¡ao 4 renrcsenta la incorporación de
30h y 329 piconoies/nl de UHPen lO nin para las enzimas
I y il respectivamente.

i) Efecto de icnes fosfato sobre la sintesis de RHflcatalizada
por las Rafi polirerasas l y li

En timo de ternero (Gissinger y col, 197h) y en otras células de
eucariotes (Somers y col, 1975) se ha demostrado que la polinerasa I
es más sensible que la polímerasa ll a la inhibición por fosfato

de potasio. Similares re5ultades se obtuvieron c0n las RNApolimerg
sas I y ll de células de tumor ascitico de Ehrlích (Tabla V).

TABLA V : Efecto de iones fosfato sobre la sintesis de RNA
catalizada por las RNApolímerasas l y ll

Sintesis de RNA 2

Enzima Concentración de Fosfato de potasio (mn)

O S 10 15 20

RNApolinmrasa l 100 66 62 bh 35

RNApolímerasa ll 100 100 100 72 61

- La actividad de las enzimas l yII obtenidas de la cromatografía en DEAE
Sephadex se determinó cemo se indica en la Tabla IV en ausencia y presen­
cia de las cantidades indicadas de POhH2K3Il20(pH 8). La sintesis rcsi ­
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//dual de RNAse expresa como porcentaje de la actividad medida en ag
sencia de fosfato -100 Z representa la incorporación de 298 y 310 Pí­
comoles/ml de UHPen lO min para las polinerasas l y ll respectivamen­
te.

j) Comparacíñn de las nroniedades de las RNArolíonrasas l y ll
de células ve tuwor ascitico de Enrlicn

Un resunen de las propiedades de las RNApolimerasas DNAdepen­
dientes de células de tumor ascitico de Ehrlich se muestra en la Tn­

bla VI. Las propiedades de las enzimas de estas células tumorales son

similares a las desariotas para las RNApoliherasas | y Il de otras
células de namifero (Rocder y Rutter, 1969; Blattí y col, 1970; Jacob,
1973).

Conoaración ie las propiedades de las RrA
TABLA VI : polimcrasas i y II dc células de tumor as

citico de Ehrlich

RNADolimerasa

Propiedad l ¡l

Elución de DEAE-Sephadex
(mHde sulfato de amonio) 70 - 90 220 - 250

Fuerza iónica óptima
(mH de sulfato de amonio) ho 100

n H
Relación de actividad ”— 3 10

Hg++

DNAnativo
Relacióndeactividad'-------- 2 2 0,2

DNAdenaturalizado

Sensibilidad a la cá-amanitina inscnsible sensible

Concentración de CK-amanitina para
el 503 de inhibición (hg / ml) insensible 0,02
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En esta sección se ha descripto la purificación parcial y las
propiedades de las RNApolimerasas DNAdependientes de células de
tumor ascitico de Ehrlích. Las enzimas fueron solubilizadas de los

núcleos aislados por sonicación a alta fuerza iónica y parcialmente
purificadas por precipitación con sulfato de amonioy cromatografïa

en DEAE-Sephadex. Dos formas de enzimas designadas I y ll, fueron (E
sueltas por cromatografía en DEAE-Sephadex.La enzima l es insensible

a la CK-amanítina, mientras la II es totalmente inhibida por muyba­

jas concentraciones de esta toxina. Ambasenzimas exhiben todas las
propiedades de verdaderas RNApolimerasas DNA-dependientes pues re­

quieren DHAy los cuatro ribonucleósidos trifosfato para la sintesis
de productos digeribles por RHasa. Las RNApolimerasas l y ll de cé­

lulas de tumor ascitico de Ehrlích son similares a las enzimas análg
gas de otras células de eucariotes con respecto a sus pr0piedades
cromatográficas, sensibilidad a la °<-amanitina, fuerza iónica óptima,
activación por cationes divalentes y afinidad hacia dis:intos templa­
dos (Roeder y Rutter, 1969; Blatti y col, 1970; Jacob, '973; Chambon

y col, 197h). Las dos enzimas exhiben una sensibilidad térmica difereE
cial, siendo la forma l mas termolábíl que la Il. En este sentido se
asemejan a las enzimas análogas 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, ¡973).

Nuestros resultados no coinciden con los de Blair y Dommasch(l973%

gquienes estudiando las RNApolimerasas de células de tumor ascitico de
Ehrlích obtuyieron dos formas de RNApolimerasa Il por cromatografía en
DEAE-Sephadex.Una posible explicación de esta dí5creparcia es que estos

autores utilizan un gradiente discontinuo para resolver las enzimas. bi
te gradiente, comose sabe, puede producir artefactos de elución (Pete;
un, ¡970).

En higado de ratón adulto (Versteegh y Warner, 1973) y en ciertos

estudios realizados en higado de rata (Sajdel y Jacob, 1971), se ha des­
cripto una segunda forma de RNApolimerasa l que eluye en el volumen de
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exclusión en la cromatografía en DEAE-Sephadex.En células de tumor
ascitico de Ehrlich ocasionalmente observamos un pico de actividad
con las caracteristicas de la RNApolimerasa l en el volumen de ex­

clusión. Este pico fue observado cuando las preparaciones enzimáticas
se dializaban antes de la cromatografía, en lunar de diluirlas para
disminuir la concentración salina comose hacia habitualmente. También

Se lo encontró cuando los núcleos se sonicaban deficientemente. En ei
tas circunstancias no hay una buena eliminación de los ácidos nuclei­
cos (datos no mostrados). Estos resultados sugirieron que la actividad
de RNApolímerasa l que eluve en el volumen de exclusión puede deberse

a la presencia de ácidos nuclcicos contaminantes o a diferentes estados
de agregación de la enzima con otras proteinas celulares.

En células de tumor ascitico de Ehrlich no encontramos evidencias de

actividad de RNApolinerasa Ill. Esta forma de enzima tampoco fué detec­

tada en los nGcleos aislados, ni en los homogenatoscelulares totales
(resultados no mostrados) de estas células. Es probable que la ausencia
de RNApolimerasa III en nuestras preparaciones esté relacionada a los

bajos niveles de actividad y/o a la gran inestabilidad de esta enzima
que escapa a nuestras posibilidades de detección.
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EFECTO DE D|VERSOS AGENTES SOBRE LA ACT|V|DAD DE LA RNA
POLIHERASA l DE CELULAS DE TUHOR ASCITICO DE EHRLICH

1.- Efecto de la privación de amíno ácidos, oactanícina y toyoca­
micina sobre la actividad de la RNADOÍÏPCFESGl en los núcleos

aislados.

La sintesis de rRNAy la actividad de la RNApolimerasa | en los

nücieos aislados de células de tumor ascitico de Ehrlích es muyseg
sible a la concentración dc amino ácidos dci medio de cultivo (Franzc­

Fernández y Pogo, 197i) y a ¡a inhibición de la sintesis de proteinas
por drogas como la ciciohexinida y la pactanicina (Franze-Fernández y

Sangüesa, 1973; Franze-Fernández y Sangücsa, 1975). Ciertos nucieósi
dos antibióticos,como la toyocanicina,también afectan ¡a actividad
de la enzima I en los núcleos aislados pero por un mecanismo distinto,

ya que esta droga no inhibe la sintesis proteica (Iapalucci-Espinoza
y col, en prensa).

La Figura 13 muestra la rápida disminución en ia actividad de la

RNApolímerasa l en los núcleos aislados luego de la adición de pac­

tamicina o toyocamicina a células previamente activadas por anino Sci
dos o de transferir las células a medios privados de amino ácidos.
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Figura 13: Efecto de la privación de amino ácidos, pactamicina y toyocamicina
sobre la actividad de la RNApolimerasa l cn los nucleos aislados.
Las céïulas se proincubaron 60 minutos en un medio sin amino acidos.
Luego las células fueron colectadas por centrifugación, resuSpcndi­
das en un medio completo e incubadas durante otros 60 minutos. Al
cabo de este tiempo se aíslaron los núcleos de una alícuota de la
Suspensión celular y se determinó la actividad de la RNApolimerasa l.
Este valor corre5pondc a tïzmpo cero (E3 ). Las células del incubato
restante se colectaron por centrífugacíón y se resuspendícron en un
medio completo ( C**C**D), en un medio completo conteniendo 2 bH de
toy0camícina ( ÁÏ-ÉT7Ó), en un medio completo con 0,25 Lg/ml de pac­
tamicina (A-A—A) y en un medio sin amino ácidos(.-°).La incubación
fué continuada durante los tiempos indicados. A dichos tiempos se
aíslaron los núcleos y se determinó la actividad de RNApolimerasa l.
Las determinaciones se realizaron a baja fuerza íónica y en presen­
cia de 3.hg/ml de °<-amanítlna y 0,h00 mg/ml de heparina.
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2.- Efecto de la privación de anino ácidos. pactamicina y tovoca­
micina sobre la actividad de la RNApolinerasa I parcialmente

Eurificada.

En neto contraste con las rápidas fluctuaciones observadas en la
actividad endógena de'la RNApolímerasa l en los núcleos aislados, los
resultados de la Tabla VII indican que la privación dc los amino ácidos

o el tratamiento de las células con toyocanicína o pactamícina no eje:
cen ningún efecto sobre los niveles de actividad soluble de esta enzima
detectados con un templado de DNAexóneno en los extractos nucleares

(F2) o después de la purificación por cromatografía en DEAE-Sephadex
(Tabla VII).

Por otra parte.la actividad de la RNApolimerasa ll en los núcleos

aislados (datos no mostrados) y los niveles de actividad soluble de e:
ta enzima no se modifican por la inhibición de la sintesis de proteinas
o la transferencia de las células a un medio carente de amino ácidos

(Tabla VII).
Es evidente de los resultados de la Tabla VII que la cantidad dc

RNApolinerasa l no es el factor limitante en la sintesis del rRHA.

Entonces, la unión de la enzima al templado de DNAnuclear y/o el fun­

cionamiento 6 actividad de la enzima unida a éste son los aspectos
de la maquinaria sintética dc RNAque están bajo control regulatorio.



Niveles de actividad de las RNApolimerasas solubles
TABLAVll : de células transferidas a un medio con pactamícina,

sin amino ácidos o con toyocamícína.

Actividad de RNApolimerasa
Etapa de Purificación Pmoles/g de cél.

l ll

A Control +Pactamicina Control +Pactanicina

Fracción F2 2046 Zlha 5670 5200

DEAE-Sephadex 2020 2000 3600 3300

B Control Sin amíno ácidos Control Sin amino ácidos

Fracción F2 3560 3570 h99h 5n82

DEAE-Scphadex 3600 3200 3975 4230

C Control +Toyocamicina Control +Toyocanicina

Fracción F2 3190 2983 .. _

DEAE-Scphadex 32hl 297i " '

> : Las células se preincubaron 90 min en un medio completo. Al cabo de ese tiem­
_' po se aislaron los núcleos de una alicuota de la suspensión de células y se
purificaron las RNApolimerasas por el procedimiento descripto en “Hétodos“(Con
trol).Al incubato restante se le adicionó 0,25 hg/ml de pactamicina y la incubï
ción se continuó durante 60 min. Después de ese tiempo se procedió a purificad­
las RNApolimerasas.

B: El control de este experimento se realizó c0moen A. Las células del incubato
_' restante se colectaron por centrifugación, se resugpendieron en un medio sin
amino ácidos y se incubaron por otros 70 min. Al cabo de ese tiempo se aislaron
los nücleos y se purificaron las RNApolimerasas.

E5 Las células se preincubaron en un medio sin amino ácidos durante 75 min. Al
cabo de este tiempo se tomaron alicuotas iguales de la susoensión celular,

se centrifugaron y resuspendieron en un medie completo (Control) o en un medio
completo conteniendo 2 MMde toyocamicina. La incubación se c0ntinuó por un pe­
riodo adicional de 75 min.

Luego se aislaron los nücleos y purificarm1 las RNApolimerasas. La activi­
dad de RNApolimerasa se determinó a 0,10 mHde UTP, 0,Ch-0,06H de Sulfato de
amonio y con DNAdenaturalízado como templado. La actividad de las RNApolíme­
rasas I y ll en la Fracción F2 se determinó como descrito en la Tabla I. La ac
tividad enzimática está expresada en picomoles totales de UHPincorporados en.
RNAen 10 min. por gramo original de células.



3.- Propiedades cromatonráficas de ia RNApolímerasa I: acción de los

amino ácidos, inhibidores de sintesis de proteinas y toyocamicina

Ei perfil tipico de eiución en ia cromatografia en DEAE-Sephadex
de las RNApolímerasas extraidas de ios núcleos de células tratadas
con pactamicina e incubadas en un nedio con amino ácidos se ilustra

en la Figura 1h. Independientemente de ias condiciOnes de incubación

de ias células, la cromatografïa en DEAE-Scuhadexresuelve a ias RHA

polimerasas soiubilizadas en sólo dos picos de actividad correspondien
tes a las formas l y ll. Si bien no se observan diferencias en ias ca­

racteristicas de eiución de ia RNApolímerasa ll,puede verse que el al
co de actividad de la RNApolimerasa I de células tratadas con pactami
cina eluye a una concentración mayor de Sulfato de amonio que el de la

mzima de núcleos control (Figura 1h). Significativamente ei mismocornL
miento sc encontró en la elución de la enzína I de células incubadas en

un medio privado de anino ácidos o en un medio completo con toyocamicl

na (Figura 15). En base a los resultados de 5 experimentos independien
tes, se calculó que ia RNApoiinerasa I extraïda de los núcleos con ac­

tividad de transcripción disminuida eiuye a una concentración de sulfa­

to de amenio 15,5 t 3 mH*mayorque la enzina aislada de núcleos activa

dos. Esta conducta de la enzima no parece ser ei resultado de aiteracig
nes inespecificas en el procedimiento cromatográfico c0mo lo indican
las siguientes evidencias experimentales:
i) En todas las condiciones examinadas no Se observaron modificaciones

en el perfil de eiución de una de las DNApolimerasas de células de tg
mor ascitico de Ehriich que eiuye en la vecindad de la RNApoiimcrasa l

y que fué utilizada como un marcador interno (indicado por una flecha en

la Figura 15).
Un control interno adicional lo proporciona la posición dei pico dc

elución de la RNApoiimerasa il que tampoco se modifica por la privación
de amino ácidos (datos no mostrados) o la inhibición de la sintesis de

proteinas (Figura ih).

* Valor medio + desviación standard.
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Fíqura 1h: Cromatografïa simultánea en DEAE-Seohadcxde las RNApolimcrasas
soluníÏizadas de celulas

zaron de ¡os núcleos de celulas
(0-0-0)

ínCJoadas en un medio completo y en un
medio coa luto con oactanícína.- Las AAApolimerasas se soluoi‘

incubadas en un medio completo
y transferidas a Jn medio completo conteniendo pactami

nl'

cina (Halcomo se indica en la Tabla Vll: A- Alicuotas de la­
Fraccíón F2 correspondientes a 0,3 g de célula; (lZ-lh mg de pro­
teina) se cromatografiaron simultáneamente en idénticas columnas
de DEAE-Sephadcx (0,9 x 7 cm), como se describe en “Métodos”. La
actividad de RNApolimerasa sc determinó cemo se indica en la Fi­
gura 3. ( “-**-‘ ) Concentración de Sulfato de amonio.
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Fiqura 15: Efecto de la tovocanicina y de la nrivacíón de los amino Scidns
sobre las caracteristicas cronatonrafícas en üífifi-Snnnadux TT".
la RNApolínurasa l.- Las células fueron preincubadas 60 nin.
en un MJÉÜ;ÉÏB anino ácidos y luego se transfirieron a los dis­
tintos nrdios que se indican más adelante,en los cuales fueron
incubadas 75 mín. Al cabo te ese tiempo se colectaron las células,
se aislaron los núcleos y se purificaron las INADolimerasas coro
se describe un “Métodos”. Llicuotas de la Fracción F2, corrosncn­
dientes a l g de células ircubadas en un medio c0mplcto(C*-0-*3 ),
en un medio completo + 2 hr de toyocamicina ( O-O-O ) y cn un mc­
dio sin amíno ácidos ( Cr-crwo) se cromatografiaron simultáneamente
cn idénticas columnas de DEAE-Sephadex (0,9 x 9 cm) como sc descri­
be cn “Métodos”. Las enzimas se eluyeron aplicando un gradiente
lineal de sulfato de amonio 0,05 a 0,22 H en Buffer A. Por las ca­
racteristicas del qradiente utilizado no eluyó la RNApolincrasa ll.
La actividad de RNApolimerasa se determinó como se indica en la Fi
gura 3, pero usando DNAnativo como templado. La actividad de nuA m
polimerasa se determinó en alicuotas de 20.bl comose describe cn
“Métodos”. La posición del pico de UNApolímcrasa en los diferowtws
gradientes fue coincidente y se indica por una flecha.(4h‘-#—)C0ncen
tración de Sulfato de amonio. '­
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Recromatonrafïa en DEAE-Senhadcxde la RNApoiimerasa l aislada
de celulas incuuadas en un medio connlcto y en un medio conuiwto
con pacto icina.- Las RMApolímerasas se solubiiízaron de ios nú
cleos de celulas incubadas en un medio completo y con pactamicinb
como se describe en la Tabla VII A. Alicuotas de la Fracción F2
correspondientes a 0,75 g ce células se crOmatografiaron simultá­
neamcnte en DEAE-Sephadexen las condiciones indicadas en la Fígu
ra 15. Las fracciones correspondientes a los picos de actividad'_
de la RNApoiimerasa I de células control( CF49-43) y tratadas COn
pactamicina (0-O-O )se reunieron y se recromatonrafiaron inmedía
tamente en idénticas columnas de DEAE-Sephadexen las miSmas condT
ciones en que se realizó la primera cromatografía. La actividad dE.
RNApolímerasa se determinó como se indica en la Figura 3.(-"--«I--ah )
Concentración de sulfato de amonio.
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2) Las caracteristicas de elución de la RNApolímerasa l extraída de

los núcleos de células incubadas con pactamicina y de los correspondían
tes núcleos control se mantienen después de la recromatografia en DEAE­

Sephadcx (Figura ¡6) o cuando la cromatografia en DEAE-Sephadexfué rca­

Iizada después de someter a las enzimas soiubilizadas a una etapa previa
de purificación por sedíñentación en gradientcsdc gliceroi (Figuras 17
718).

800 _

600 ­

¡+00

ActividaddeRNApoiimerasa(picomoles/ml)

Fracción N°

Figura 17: Sedinentacíón en nrndientcs de nliceroi do las R1Apolimerasas solu­
bilízalus de células incuhadas cn un radio comolnto y en un r-Jin
cozoleto con nactrnícina.- Las RNApoÏimerasas sc solubilízaron de
los núcleos dr: células incubadns cn un medio completo (0-0-0 )y en
un medio completo con pactamicina (O-O-O)en las mismas condiciones
que sc indican en la Tabla VII A, Alicuotas de la Fracción F2 corres
pondícntcs a 0,5 g dc células (7-8 mgde proteina) fueron sedimenta:
das en paralelo cn gradientes de giiceroi(15-30 Z) cemose describe
en “Métodos”. La actividad de RNApoiimerasa se determinó como se in
díca en la Figura 3. La concentración de sulfato de amonio en la me;
cia de reacción fué de 25 mH. "
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figura 18: Cromatografía simultánea en DEAE-Sephadexde las RNApolimerasas
aisladas de células control y tratadas con pactamicína y purifi­
cadas previamente por sedimentación en gradientes de qlícerol.
Las fracciones con actividad enzínática obtenidas de la sedimenta­
ción en cada uno de los gradientes de glicerol ilustrados en la
Figura 16 se reunieron separadamente y se aplicaron directamente
a idénticas columnas de DEAE-Sephadex(0,9x7,5 cm).Las enzimas se
eluyeron aplicando un gradiente lineal de sulfato de amonio 0,05H
a 0,22“ en Buffer A. Por las caracteristicas del gradiente no se
eluyó a la RNApolimerasa ll. La actividad de RNApolimerasa se
determinó cono se indica en la Figura 3. Actividad de RHApolimera
sa l extraída de células incubadas en un medio completo (0-43-43Y7
en un medio completo con pactamicína(H-O). concentración de su]
fato de amonio ( H-e- '­

z

La modificación en la conducta cromatográfica es, hasta ahora, la ünica
diferencia cualitativa que Se pudo detectar entre las RNApolímerasas l ex­
traïdas de núcleos con distinta capacidad de transcripción del rRNA.Otras

propiedades, comopreferencias de templado, fuerza iónica óptima y requecL
mientos de cationes divalentes,son idénticas (resultados no mostrados).
Cuandose comparó la estabilidad térmica de las enzimas (en experimentos si­
milares a los descriptos en la Figura 12) se encontraron pequeñas diferen­

cias de comportamiento que no pudimos asignarle un valor significativo (re­
sultados no mostrados).
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h.- Resolución de dos formas de RNApolímerasa l por cromatoerafía

en Fosfocelulosa.

Por cromatografía en Fosfocelulosa de extractos nucleares de oí
lulas hepáticas (Chesterton y Butterworth, 1971) y de hepatoma de

Novikoff(Froehner y Bcnner, 1973) se han resuelto dos formas de RNA

polímerasa I, designadas IA y IB (5 AI y All). Ambas formas de enzi

ma no son separables por cromatografía en DEAE-Sephadexo DEAE-cel!
losa y exhiben similares propiedades catalíticas (Ceupar y Chester­
ton, 1975). Recienterente se ha especulado que estas dos formas en­
zimáticas puedan correspOnder a dos estados funcionales distintos
de la polímerasa l (Chesterton y col, l975).Una forma, por ejemplo,

podría representar a la enzima derivada de los complejos de transcrií
ción, mientras la otra a la enzima libre o disociada del templado.La
modulación de la actividad de la RNApolímerasa l Se lograría por

transición de una forma enzimática en otra. Si esto fuera así, una ¡2
terconversión de una forma en otra podría ser la causa del diferente

comportamiento cromatoqráfico en DEAE-Sephadexexhibido por la polimí

rasa l\extraída de núcleos con di5tinta actividad de transcripción.
Con la finalidad de examinar esta posibilidad se analizaron los ex­

tractos nucleares dc células control y con síntesis proteica inhibida

por cromatografía en Fosfocelulosa, en las condiciones descriptas pg
ra la resolución de las especies IA y IB de hígado de rata (Chesterton
y Butterworth, 1971). En ambos extractos, independientemente de la ca­

pacidad de síntesis del rRHA,se ewcontraron las dos formas de polimí
rasa l y en la misma proporción (Figura 19). Un reSultado similar se
obtuvo cuando se cromatografiarOn en Fosfocelulosa los extractos nu­
cleares de células incubadas en un medio completo y privadas de amino

ácidos (resultados no mostrados). Por lo tanto, si estas dos formas
de RNApolímerasa l tienen algún significado biológico, no parece ser
el postulado por Chesterton y col,(1975).
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Cronatonrafia simultánea en Fosfocclulosa de las RNApolímerasns
Sola ilizndos dc células incubadns en un nndín completo y con
pactanícina.- Alicuotas dc la Fracción F2 (lO-12 ng de proteína
BBÉEBïBasde células incubadas en un medio completo ( 0-40-<>) y
COnpactamícína (0-0-0) comose indica cn la Tabla VII ¿1,
se cromatografíaron cn idéwtícas columnas de Fosfocelulosa sccün
se detalla cn“H5todosU-La actividad de RNApolímerasa se dctermi
nó en presencia dc 0,01 mHUTP, DNAdenaturaiizado y 2 hg/nl de­
CK-amanitina con la finalidad dc inhibir a la polímcrasa II cuya
elucíón es coincidente con la polímerasa l. La concentración de
KCIen la mezcla de reacción fue ia resultante dc la dilución de
alicuotas de 10 bl de cada una de las fracciones en el volumen fl
nal dc 50 hi dc la mezcla de reacción indicada en “Métodos”.
(*-**h)Concentrací6n de c oruro de potasio.
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5.- DlSCUSlON

Un aspecto novedoso de estos estudios es la demostración de que
la velocidad de sintesis del rRNAno está simplemente relacionada o
controlada por los niveles de RNApolímerasa l. Que la cantidad de

polimerasa l no es el comoonente limitante en la sintesis del rRHA

es particularmente obvio de la observación que los niveles de ach
vidad soluble de esta enzima no se modifican luego de la inhibición
total de la sintesis de proteinas, orívacíón de amino ácidos o por
la incubación de las células con toyocamícina, condiciones éstas
que conducen a una rápida disminución en la actividad de esta enzima
en los núcleos aislados. Nuestros re5ultados están en desacuerdo cen

los de Yu y Feigelson (i972) quienes encontraron, luego de la admi­

nistración de ciclohexinída a ratas, una rápida disminución en la a2
tividad de la RNAoolimerasa l en el nucleolo aislado de higado, me­

dida con un templado exógeno y cuando la transcripción endógena era

bloqueada por actínomícína. Estos aJtores concluyerOn de sus resultí
dos que la enzima misma ó algún c0nponente polipeptidico del sistema

de RNApolimerasa I tiene un alto recambio (vida media 1,3 horas) y

que la velocidad de sintesis del_rRNAdependerïa de la cantidad de eg
zima sintetizada. Sin embargo, Benecke y col (l973)no encontraron ca:
bios en la cantidad de RNApolimerasa | hepática después de varias ho­
ras de la administración de cicloheximida a ratas. Nosotros encontramos

que,si bien en células de tumor ascTtico de Ehrlich hay una rápida dis­
minución en la actividad de la RNApolimerasa l en los nücleos aislados

luego de la inhibición de la sintesis proteica, esta disminución no es
la consecuencia del alto recambio du la enzima. Resultados similares

se han descripto más recientemente en levadura (Gross y Pogo, 197h) y
en células HeLa (Chesterton y col. 1975). Por lo tanto,la cantidad de
RNApolimerasa I no parece ser el factor limitante en el control de

la transcripción del rRHAen diversos sistenas de eucariotes.
Los niveles de RNApolimerasa l soluble parecen estar aumentados

en ciertas condiciones fisiológicas asociadas con un aumento en la ve
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locidad de crecimiento y biosintesís de proteinas, comoes el caso
de ciertas células o tejidos en respuesta a estímulos hormonales ó
de crecimiento. Se han citado ejemplos en higado de rata luego de la

parcial hepatectomïa (yu, ¡975), er ovíducto de nollo después de
2h hs. de tratamiento con estradiol (Cox y col, 1973) o en linfoci­

tos luego de cuatro dïas de exposición a fito cnaclutinína (Jaehning
y col, 1975). Tales alteraciones en los niveles dc unZíPa soluble.
sin embargo, pueden reflejar ca bios adaptativos a largo plazo y no
descartan la posible acción de otros factorcs regulatorios a plazos más
cortos. En relación con esto ultimo es de notar quv cuando las células

de tumor ascïtico de Ehrlích son ínCUbadas 3 horas en un medio con ¿al

no ácidos hay un aumento de 5-5 veces en la actividad de la RNApolis;
rasa l en los núcleos aislados con respecto a la actividad en núcleos
aislados de células no incubadas. Sin embargo, hay sólo un aumento dc

1,5 veces en la actividad soluble d: esta enzima, sugiriendo que en
adición a nueva sintesis dc enzima hay estimulación de la actividad

(datos no mostrados). Nuestros resultados sugieren que los cambios ri
pidos en la transcripción del rRHApor acción de distintos agentes
presumiblemente involucran una modulación en la actividad de moléculas
de RNApolimerasa preexistentes. Esta modulación podria ser la conse­

cuencia de la sintesis y degradación de un factor activador proteico

que regularïa la actividad de la enzima cuandoésta transcribe especí
ficamente los genes ribosomales. Otra posibilidad seria que esta mod!
lación sea el resultado de la modificación de alguna subunidad de la
enzima, por ejemplo por fosforilación. En este sentido es importante
mencionar el reciente hallazgo de que ciertas Subunidades de la RNA

polimerasa l de levadura son fosforiladas in vivo (Bell y col, 1976).
La posibilidad de una modulacióa de la actividad por modificación

de las subunidades de la enzima es atractiva. La actividad de muchas

enzimas es controlada de esta manera (Rubin y Rosen, 1975). La fosfg
rilación de las subunidades B y B' de la RNApolimerasa de Escheri­

chia coli durante la infección por Fagos T7 se ha implicado en el con
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trol de la transcripción temprana del DNAT7 (Zilling y col, 1975).

Sin embargo,modificaciones regulatcrias similares no se han descripto,,
hasta el momento, en las RNApolimerasas de eucariotes.

La demostración de que la polinerasa l obtenida de células tra­

tadas con agentes que conducen a una rápida diSminucíón en la tran2_
cripción del rRHAexhibe una conducta cromatográfica diferente a la
enzima aislada de células que transcriben activamente, sugiere que la
modulación de la actividad podria ser la consecuencia de algún tipo
de modificación en la enzima. Sólo una comparación de la estructura
molecular de la RNApolimerasa l purificada de células tratadas con

agentes que de diversa forma afectan la transcripción del rRHA,per­

mitirá determinar si la enzima está modificada y cuál es la naturals
za, si existe, de dicha modificación. Unprerequisito para abordar ei
te estudio es disponer de un método de purificación que posibilite la
obtención de cantidades discretas de enzima altamente purificada.

Comola RNApolimerasa l de células de tumor ascitico de Ehrlich

no habia sido purificada se procedió a desarrollar el método de purl
ficación total de esta enzima. Su descripción se detalla en la PARTE
Il.­
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R E S U H E N D E L A P A R T E l

Las RNApolímerasas DNAdependientes fueron solubilizadas y

parcialmente purificadas de los núcleos aislados de células

de tumor ascitico de Ehrlich, con una alta y reproducible ¿e
cuperación de la actividad enzimática. Por cromatografia en
DEAE-Sephadcxse resolvieron dos formas de enzima designadas

l y ll. La polímerasa l es totalmente resistente a la cx -amg
nitína mientras la polinerasa ll es sensible a muybajas con
centraciones de la droga. Además las enzimas l y ll fueron

distinguidas por otros criterios incluyendo preferencias dc
templado, fuerza iónica óptima, requerimientos de cationes
divalentes y termoestabilidad. Con respecto a estas propieda­

des, las polimerasas l y ll de células de tumor ascitico de En:

lich son similares a las clases l y ll de RNApolimerasa defimL
das en otros sistemas de eucariotes (Blatti y col, 1970; Jacob,
l973; Chambony col, 197ü).

El método de purificación se aplicó al aislamiento de las RNA

polímerasas de células incubadas con y sin amíno ácidos, con ¡2
hibidorcs de la sintesis de proteinas (pactamicina) y con cier­
tos análogos de la adenosina como la toyocamicina. Si bien se

observó una rápida disminución en la actividad de la RNApolimE
rasa l en los núcleos aislados luego de transferir las células

a un medio sin amino ácidos o de adicionarles pactamicina 6 toyg
camicina, no se encentraron diferencias en los niveles de acti­

vidad soluble de la enzima extraïda de estos núcleos y de los ql
rre5pondíentes núcleos control. Estos resultados indicaron que
la cantidad de enzima no es el c0mponente limitante en la trans­

cripción del rRHA.

Por otra parte,la polimerasa l obtenida de nucleos c0n actividad

de transcripción disminuida exhibïa una conducta cromatográfica



63

diferente a la de la enzima obtenida de núcleos activados. Este

hecho sugirió que la capacidad de la RNApolimcrasa l para traqí
cribir los genes ribosomales estaria disminuida comoconsecuen­
cia de una modificación en la enzima. La polimcrasa alterada,
sin embargo, no podria revelar ninguna diferencia en la activi­
dad cuando utiliza un BNAinespecifico.
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P A R T E ll

INTRODUCCION

La RNApolimcrasa II ha sido purificada hasta homogeneidad
en numerosos sistemas de eucariotes (Chambon. 197h; hambon,l975).

Sin embargo,la comparativanente mayor labilidad de la RNApolíme­
rasa l ha determinado que la purificación total de esta enzima se
haya logrado, hasta el mcmento, solamente en timo de ternero (Gi­
ssinger y Chambon, 1972)L mieloma de ratón (Schwartz y Roeder,l97h),

higado de rata (Coupar y Chesterton, 1975) y en ciertos cucariotes
inferiores incluyendo levadura (Bthler y col, 197h; Valenzuela y

col, 1976), Physarum polyceohalum (Gornicki y col, 197h) y E222:
¿2251 (Youngy Vhiteley, 1975). En estos sistemas la actividad
especifica de la RNApolimerasa l altamente purificada expresada

en pmoles de UHPincorporados/mg de proteina en lO min, varia de

200.000 a hO0.000, mientras la recuperación final de la actividad
enzimática en procedimiento de purificación total varia entre 2 y 15?.
En base a estos datos, si se tiene en cuenta que la actividad de la
polimerasa l en los extractos nucleares de células de tumor ascitíco
de Ehrlich, expresada en picomoles de UMPincorporados en 10 min por

gramo de células, es de 2000 a hOOJy suponiendo una recuperación

final de un 10 Z se estimó que se requerírian SO a 100 g de células

para la obtención de SO a 100Lg de enzima altamente purificada.

La gran inestabilidad de la RHQpolimerasa l reSultó una de las
mayores dificultades que se presentaron en el desarrollo del proce­

dimiento de purificación. A diferencia de lo que ocurre con la purl
ficación de otras enzimas donde es posible estudiar las diferentes
etapas del proceso a partir de una reserva de enzima purificada has­
ta la etapa anttríor, con la polímzrasa l se debió estudiar cada
nueva etapa sin interrupción a partir de los núcleos 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

sómicas y la baja concentración relativa de enzima con respecto a

la proteina celular total. La obtención de una preparación de enz¿_
ma altamente purificada requirió, entonces, ademásde la eficiente
extracción de la mismade la matriz erorosonal, la aplicación de
numerosasetapas de purificación y la estabilización de la actividad

enzimática a lo largo de todo el proceso. Por este motivo desarrollg
mos dos métodos de purificación alternativos partiendo de la cantidad

nínima de células que posibilitara la aplicación de las sucesivas etí
pas. En la primera Sección se describen y comparan los resultados de
la aplicación de estos dos métodos de purificación. Este estudio pre­
vio sentó las bases para el desarrollo del método final de purificación
de la RNApolímerasa l, que se describe en la segunda Sección.
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ESTUDIOS PRELIMINARES AL DESARROLLO DE UN METODO DE PURIFICACION

DE LA RNA POLIMERASA I DE CELULAS DE TUHOR ASCITICO DE EHRLICH

Materiales y Métodos

La QAE-Sephadex A-ZS, CH-Sephadex A-ZS, Sephadex 0-200 y Sephí

rose GBse obtuvieron dc Pharmacia. La acrilamidal bisacrilaml
da y el TEHEDde Eastman,el Coomassie Brilliant blue de Sigma

Chemical Co. El origen dc los restantes reactivos se indica en
la Sección “Materiales y Métodos“ dc la PARTEl.

B - Métodos

1.- Células

La obtención de las células de tumor ascftíco de Ehrlich y
purificación de los núcleos se realizó comose describe en la

Sección “Materiales y Métodos” de la PARTEI. Sin embargo, debi

do a la elevada cantidad de células requeridas para la purifiqï
ción total de la RNApolimerasa I, éstas fueron ccngeladas antes
de ser sometidas a los procedimientos usuales de fraccionamiento
celular. Para ello,las células extraídas de la cavidad peritoneal

de ratones y Iavadas como se indicó previamente (PARTEI,"Hateri¿

les y Metodos), se re5u5pendieron en un medio con amino ácidos
conteniendo 20 Z de glicerol y se congelaron rápidamente a -80°C.

Las células asi congeladas mantienen Su viabilidad por lo menos mi
rante 3 meses.

2.- Soluciones

A wenos que se eSpecifique otra cosa, la composición de los

Buffers A, B y C es la misma que se indicó previamente(PARTE l,
y a a IMateriales y Metodos).
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3.- Tratamiento de las resinas de intercambio ¡óníco
La DEAE-SephadexA-ZSy Fosfocelulosa P-ll fueron tratadas

como se describió en “Materiales y Métodos” de la PARTEl y

equilibradas antes de su uso con 5 volúmenes del buffer que se

indica. Otros intercambiadores iónicos utilizados.como QAE-SE
phadex A-ZS y CM-Sephadex,fueron sometidos respectivamente a
los mismos tratamientos indicados para la DEAE-ScphadexA-ZS

y Fosfocelulosa P-ll.

h.- Determinación de la activitad de RNAoolimerasa

Las determinaciones de la actividad de RNApolimerasa se reg
lízaron en un volumen final de SObl como se indica en la Sección

“Materiales y Métodos” de la PPRTEl, pero utilizando DNAnativo
como templado. La concentración de sulfato de amonio en la mez­

cla de reacción variaba de 0,03 H a 0,06 H dependiendo del expe­
rimento. Las reacciones fueron iniciadas por la adición de 10 hi

de enzima. Sin embargo,en las fracciones de enzima altamente con
centradas, ya sea por precipitación con sulfato de amonio o por
cromatografía en Fosfocelulosa,se utilizaron 3 bl de enzima que
Fueron diluidos a 10 bl de voltmen final con el buffer apropiado.

Despues de un periodo de incubación de 10 min a 37°C.las reaccio­

nes fueron terminadas y la incorporación de [3H] UMPen RNAfue

medida como se describió previamente (“Materiales y Métodos“, PAE
TE l). Esta mezcla de reacción contenía cantidades limitantes de

UTP(0,01 mn) y fue utilizada en los ensayos de rutina. Sin embaL
go.cuando se midieron las actividades especificas de las diferen­
tes fracciones la c0ncentración de UTPse elevó a un nivel satu­

rante de 0,10 mH(ver PARTEl). Una unidad de enzima representa

la incorporación de l nmol de UHP en RNAen 10 min a 37°C cuando

la concentración de UTPen la mezcla de reacción no era limitante.

La actividad especifica se expresa en unidades por mgde proteina.
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5.- Determinación de proteinas
La concentración de proteinas fue determinada por el método de

Hirs (1967). Antes de ser analizadas,las muestras fueron dializa­
das extensivamente contra ClNa SO mHy Z-mercaptoetanol 15 mH. Sero
albúmina bovina cristalina fué utilizada comostandard.Utilizando

este procedimiento se detectan hasta 2 bg de oroteina,siendo su se:
sibilídad mayor que la del método de Lowry (1351).

6.- Electroforesis en eeles de poliacrílamida

Alicuotas de las fracciones de RJApelímerasa l purificada de'g
cuerdo a los procedimientos que se indican en Resultados, fueron ani
lizadas por electroforesis en geles con 5 Z de acrilamida, a menos
que se indique otra cosa, y en condiciones no denaturalizantes de

acuerdo al procedimiento descripto por Haizel (1969). Cuandose indl
ca, las fracciones de enzima fueron previamente concentradas por dig
lisis contra polietilenglicol durante h-S horas antes de ser analíaí
das electroforéticamente. Las electroforesis se realizaron a 23°C y
2,5 ma/gel (voltaje aprox. 270 volts) durante 5-6 horas. Los geles,
previa fijación con tricloroacétíco (TCA)12,52 w/v, fueron teñidos a
temperatura ambiente con 0,05% de Coomassie Brilliant Blue R en TCA

12,5 Z durante lh-ló horas y desteñidos con acido acético 7%. Este

método de tinción permite la detección de menos de l bg de proteina
(Franze-Fernández y col, 1970).
7.- Purificación de la RNApolímerasa l: descripción de dos métodos

alternativos
Todas las etapas Se realizaron a 0-h°C. En ambos métodos las RNA

polimerasas se solubilizaron de los núcleos de 28-30 g de células,
y la Fracción F2 se obtuvo por los procedimientos descriptos en la

Sección “Materiales y Métodos” de la PARTEl.

a) Método A

Primera etapa: Cromatonrafia en DEAE-Seohadex

La Fracción F2 obtenida de 3D g de células se diluyó con Buffer A

modificado ya que contenía 103 de glicerol, hasta que la concentra­
ción de Sulfato de amonio fue de 0,05 My luego se aplicó a una columna
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de DEAE-SephadexA-ZS (h,h x lO cm), previamente equilibrada con

Buffer A conteniendo 10%de glicerol y 0,05 Mde sulfato de amonio.
La columna fué lavada con 100 ml del miSmobuffer y eluïda con un

gradiente lineal de 0,05 H a 0,h H de sulfato de amonio en Buffer A
con ¡0 Z de glicerol(Volumen total del gradiente= 500 ml). El flujo
aplicado a la columna fue de 180 ml/h y se colectaron fracciones de
18 ml. Las fracciones correspondientes al pico de actividad de la RNA

polimerasa I se reunieron (Fracción FA3) y se cromatografiaron inme­
diatanente en Fosfocelulosa.

Segunda etapa: Primera Cromatonrafia en Fosfocelulosa

La Fracción FA3,con una conductividad equivalente a 0,075 H de sul
fato de amenio,fue aplicada auna columna de Fosfocelulosa(l,7x5cmlpmí
víamente equilibrada con Buffer B conteniendo 0,07H de Sulfato de amg
nio,y eluida con 5 volúmenes de columna de un gradiente lineal de

0,07H a 0,6 H de sulfato de amonio en Buffer B. El flujo aplicado a la

columna fue de 6 ml/h y se colectaron fracciones de 1,2 ml. Las frac­

ciones con actividad enzimática se reunieron y precipitaron por el acqí
gado de 0,h2 g/ml de sulfato de amonio. El precipitado se colectó por
centrifugación durante l hora a 30.000 rpm en el rotor 30 de la ultra­
centrífuga Spinco L y se diluyó en 3,8 ml de Buffer B conteniendo ZnH
- Fracción FAh .
HgCl2 ( )

Tercera etapa: Cromatoorafia en QAE-Senhadex

La Fracción FAAse diluyó c0n Buffer A hasta una concentración de

sulfato de amonio de 0,075 H y se adsorbió a una columna de QAE-Scpní

dex A-25 (0,85 x 8 cm) previamente equilibrada con Buffer A contenicí
do 0,07 H sulfato de amonio. La actividad de RNApolimerasa | se eluyó

a 5 ml/h con un gradiente lineal de 0,07M a 0,hH de sulfato de amonio

en Buffer B (Vol.Total: 2h ml) y se colectaron fracciones de 0,6 ml.
Las fracciones con actividad enzimática se reunieron (Fracción FAS)y
se utilizaron inmediatamente en la próxima etapa.
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Cuarta etana: Senunda Cromatonrafia en Fosfocelul05a

La Fracción FASSe diluyó con BJffer B hasta una conductividad

equivalente a 0,075 H de sulfato de amonio y se aplicó a una colug
na de chfocelulosa P-ll (0,9 x 3 :m) prevíannnte equilibrada con

Buffer ü conteniendo 0,07 Wsulfato de amonio. La actividad enzimí
tica se eluyó a ü,5 ml/h aplicando un gradiente lineal de 0,07 a

0,5 H de sulfato de amonio en Buffer B (Vol.total: 12 ml) y se eg
iectarcn fracciones de 0,3 mi. En esta última etapa las fracciones
correspOndientes ai pico de actividad se reunieron Separadanente
en 3 fracciones, designadas FAS, FA7y FAS, tal como se describirá

posteriormente en la Figura 22.

b) Método ü

Primera etana: Cromatoqrafia en DEAE-Sephadex

La Fracción F2 ootenida de 26 g de células fue cromatografiada en

una columna de DEAE-SephadexA-ZS en idénticas condiciones a las dei
criptas en el MétodoA,salvo que ei buffer de elución centenia la
concentración habitual de glicerol (30%). En esta etapa las fracciones
correspondientes al pico de activicad de la RNApolimerasa | se reu­
nieron (Fracción F63) y la purificación se continuó inmediatamente.

Segunda etapa: PriMura Cromatonrafia en QAE-Scnhadex

La Fracción F03 con una conductividad equivalente a 0,075 H de sal
fato de amonio se adsorbió a una columna de QAE-Sephadex A-25(l,5x22cm)

previamente equilibrada con Buffer A 0,07“ sulfato de amonio. La resi­
na fue lavada con un volumen de colurna del buffer de equilibración y

la actividad de ANApolimerasa l fué eluida con un gradiente lineal de
0,07 H a 0,3“ de sulfato de amonio en Buffer A. El flujo aplicado a

la columna fue de 20 ml/h y se colcctaron fracciones de “,2 ml.Las
fracciones con actividad enzimática se reunieron (Fracción FBH)y se

congelaron a -80°C durante 12 horas.

Tercera etana: Segunda Cromatonrafia en QAE-Sephadex

La Fracción Fuh fuó diluida con Buffer A hasta que la concentración

de sulfato de amonio fué de 0,075H y aplicada a una columna de QAE-Sí
phadcx A-ZS (2,hxh cm) previamente equilibrada con Buffer A conteniendo
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0,07 H de sulfato de amonio. La columna fué lavada con dos vol. de
columna del mismo buffana actividad dc RNApolimerasa se eluyó

con Buffer A conteniendo 0,2” Sulfato de amonio. A esta concentnL
ción salina la enzima eluve en un volumen de ¡S ml. El flujo apkL
cado a la columna fue de ho ml/h y se colectaron fracciones de

3,75 nl. Las fraecíOnes cOn actividad enzimática se reunieron y tg
da la activida se precipitó con sulfato de amonio (0,“ g/ml). El

precipitado Su colectó por centrifugacién durante l hora a 30.000
rpm en el rotor 3o de la ultracentrifuga Spinco L y se resuSpendió

en l,S ml de Buffer A (Fracciín F55).

Cuarta ¿ts\a: Crrnstonraïia en Senharoso 65

La Fracción F55 se splicó directamente a una coluMIa de SepharoSe

bb (1x37 cn) equilibrada cen Buffer A conteniendo 0,2 H sulfato de

amonio. La columna fuí eluida con el mismo buffer a S ml/h y se coles

taron fracciones de O,C5 nl. Las fracciones con actividad de RNAp:

limerasa se reunieron (Fracción F86) y se congelarCn a - 30°C durag
te 12 horas.

Quinta ctaaa: Tercera CroratOnrafia cn QAE-Sephadex

La Fracción Füó se diluyó hasta una c0nductividad equivalente de

0,07 H dc sulfato de amonio y sc adsorbió a una columna de QAE-Sephï

dcx A-ZS (0,9x6,3 cmLprevianmnte equilibrada con Buffer A contenivï
do 0,07 H sulfato de amonio. La actividad enzimática ne eluyó a 6 ml/h

con Buffer A conteniendo 0,2 H sulfato de amonio y se colectaron fraí
ciones de O,h ml. En esta última etapa las fracciones correspOndientes

al pico dc actividad se reunieron separadamente en dos fracciones,dc­
s ígnadas F37 y F86. La Fracción FB7 comprende las fracciones con mayor

actividad enzimática, la F88 aquellas c0n menor actividad de RNApoLL
merasa (ver Figura 25).
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RESULTADOS

l - Estudio do las distintas etnnns del procedimiento de Purificación:
COnsideracícnns Pr'líminarus

Para la selección de las distintas etapas del proceso de purifica­

ción Se tuvH en Cuenta la caracteristica labílidad dc la RNApolímerï
sa l; se trató ue con atihílizïr en cada etapa una buena purificación

con la preservación da la actividad enzimática. firrovachando el eleva
do peso molecular de la: ¿”A nuiimurasas (SOÜ.OOOa 600.000 daltOns)

(Cnamaon,ij7h) cn reiacifn a otras proteinas celulares,se ensayó la
aolicación de etapas tale) comosedimentación en gradientes de glicerol
y filtración por geles en Sepnaucx G-ZOOy Sepharose GB.

Por otra partc,cdcmñs dc la cromatografía en DEAE-Sephadex,ya de;
cripta en la Secciñn“16tndos” de la PARTEI, se intentó incluir otras

resinas de intercambio iónico como QAE-Sephadex, CH-Sephadex y chFocE
lulosa, ésta última en diferentes condiciones a las que se indicaron

previamente (ver “Métodos”, PARTEI). La eficacia relativa de cada eta
pa fué examinadn en forma preliminar, aplicñndola directamente a los
extractos nucleares crudos o después de una etapa previa de purifica­

ción por DEAE-Scphadox.Un buen qrado de purificación se loqró medial
te la aplicación de cromatnnrnfias en Fosfocelulosa, QAE-Sephadexy
filtración por geles en Sapharose GB. La recuperación de actividad en
todos estos procedimientos fuu alta (50-80 Z) y rcproducible. El em­
pico de Fosfocelulosa tenia la ventaja adicional de una elevada ca­

pacidad comparada con otras resinas de intercambio iónico y de eliqL
nar ácidos nucleicos contaminantes. En cañaio,tuvo que descartarse
la aplicación de otras e apas,cown sedimentación en gradientes de

glicerol, cronatoqrafin de exclusión en Scphadex 6-200 y cromatogng
fia de intercambio ¡óníco nn CH-Scphadex. En las dos prínnras etapas

Se obtuvo una baja purificación de la enzima, tanto si se aplicaban
a baja comoa alta fuerza iónica. Por tronatografïa en CH-Sephadex
se obtuvo una naja recupuracíón de la actividad enzimática y los re­
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sultados no fueron reproducibles (resultados no mostrados).

2- Descripción de dos métodos de purificación alternativos de la

RHAEolimerasa I

Con la finalidad de determinar cuántas y cuáles eran las etapas

más adecuadas se desarrollaron dos métodos de purificación alternatl
vos en los cuales Se incluyeron diferentes procedimientos cromatogrí
ficos. Las preparaciones de enzima obtenidas por ambos métodos fueron

concentradas y analizadas por electroforesis en geles de poliacrilamí
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 comparaciónde los analisis electroforóticos de
las preparaciones de enzima purifi:ada por estos dos métodos permitió
evaluar la eficacia de determinados procedimientos cromatográficos en

la eliminación de ciertas proteinas contaminantes e hizo posible detL
near el método de purificación definitivo de la RNApolimerasa l.

A continuación se describen los resultados obtenidos al aplicar

dos procedimientos de purificación diferentes (A y B) a la RNApolh%i
rasa l. La prírnra etapa, comünen ambos consistió en una cromatogra­
fia en DEAE-Sephadex. Esta etapa como se indicó previamente (PARTEl)

permite la separación de las polimrrasas I y ll.

a) Método de Purificación A

Un resumen del método de purificación A se indica en la TablaVlll.La

Figura l muestra los resultados obtenidos cuando la polimerasa l prove­
niente de la primera cromatografïa en DEAE-Sephadexfue cromatografíada
en Fosfocelulosa. En esta etapa el pico de HlApolimerasa l es ligera­

mente heterogóneo (Figura 20). Sin embargo no se observa la clara resg
lución en las dos formas de esta enzima que se encontró cuando Se cro­

matografiaron los extractos nuclea es directamente cn Fosfocelulosa
(ver Figura 19,PARTEI). La tercera etapa cromatográfica fue la adsor­
ción de la enzima a una columna de QAE-Sephadex y elucíón de la misma

con un gradiente lineal de sulfato de amonio. Cierta heterogeneidad en
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Primera Cromatoqrafïa cn Fosfocclulosa (Método A)
La Fracción FA3 (inn ml; 57 mg de proteinas)obtcnida de la cro­
matografïa en DEAE-Scphadex, Fué cromatografiada en una colu"ww
de Fosfocelulosa (1,7x5 cn) comose describe cn “Métodos“([:Lg­
gg_A). La actividad de RNApolímerasa | ( 0—<>4D)se detnrmínó 7

UHPincorporados en RHken 10 mín. La concentración dc sulfato
de amonio en la mezcla de reacción fue la resultante dc la dílu
ción de alicuotas de 10 bl en el volumen final de 50 bl do la m
mezcla de reacción. Las Fracciones coerSpondíentes al Dico H3
actividad Sc reunieron y concentraron por precipitación con Suirñ
to dc amonio (Fracción FAh). La Fracción FAh fué congelada a
-80°C durante 12 horas, previa determinación dc la actividad de
RNApolímcrasa y del ccntcnido en proteinas.(
ción de sulfato dc amonio.

Concentra­

n r
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el pico de elución de la polirnrasa l también se manifiesta en esta

etapa (Figura 21). La enzima obtenida de la columna en QAE-Sephadex
fue seretida a la etapa final de purificación consistente en una se­
gunda Cromatografía en Fosfocelulosa. Cono se ilustra en la Figura 22
toda la actividad enzimática eluye en un nico homogéneo. Esta varia­

ción del grado de heterOgcneidad crcüatogrñfica de la RNApolímerasa l
según el estado de purificación de la enzima será discutida en detalle

más adelante. En esta última etapa las primeras fracciones. las centql
les y las Últimas correspondientes al pico de actividad (Figura 22)

fueren reunidas separadanuntc, concentradas y analizadas por electrofiz
resis en geles de políacrilanida en condiciones no denaturalizantes

según se describe en “Métodos”. Las electroforesis Se realizaron en gi
¡CS de 5 Y 10 Z de acrilnnidn nara resolver más claramente el peso mo­

lecular de las distintas bandas de proteina. Los análisis electrofore­

ticos serán eSquematizados y discutidos más adelante cuando se los con
pare con los obtenidos por el método B.
En la Tabla Vlll se resunen los reSultados obtenidos en las distintas

etapas del nétodo de purificación descripto previaren e. Hay que desta
car que como la primera cromatografía en DEAE-Sephadexrequería el e:
pleo de grandes volúmenes de Buffer A.que contiene 302 de glicerol y
ante cl elevado costo del mismose decidió disminuir en esta etapa su
concentración al lO Z. En neto contraste a los resultados previos,(ver
PARTEl), esto determinó una marcada pérdida de la actividad enzimá­

tica tanto en la Fracción F2 lueoo de su dilución previa a la cromatg
grafia (datos no mostrados), comoen el procedimiento cromatográfico

en si. Estos resultados indicaron,que independientemente del estado
de purificación de la enzima,el gliccrol es necesario para protegerlo
de la ínactívación y que la completa estabilización se logra a una
concentración final de 30 2 o más. Por otra parte,la recuperación de
la actividad enzimática en las siguientes etapas de purificación es

alta (50 a 708). obteniéndosa una recuperación final baja debido fiql
'nicial de la actividad en la primera eta

pa de cromatografia en DEAE-Sephadex.

dauentalnente a la pérdida
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Figura 21: Cromatografia en QñE-Sonhadex (Hótodo A)
La Fracción Fnh (3,ó mi; 9,25 mg de proteina) obtenida de la Pri
mera Cromatografía en Fosfocelulosa (Figura 20) fue cronatogra-n
fíada en una coiunna de QAE-Scphadex (0,(5 x 8 cm) como se indí­
ca en “Métodos” (Hótodc_fi). La actividad de RNApolímerasa( 0-40 )

.se determinó como se describe en la Figura 20. Las fracci0ncs cen
actividad enzimática se reunieron (Fracción FAS)y se utilizaron
inmediatamente en la próxima etapa (Figura zzlprevia determinación
de la actividad dc RNAnoiimerasa y del contenido en proteinas.

)Concentración de sulfato dc amonio.
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Figura 22: Segunda Cromatonrafia en Fosfocelulosa -(Hétodo A)
La Fracción FAS (6 mi; i;h mg de proteina) obtenida de ia cromatogra­
grafia en QAE-Sephadex(Figura 21)fue cronatografiada en una segunda
columna de Fosfoceiuiosa (0,9 x 3 cn) según se detalla en “Métodos”
(Método A). La actividad de RHApolimerasa ( 4>—cr ) se determinó como
sc indica cn ia Figura 20. Las fracciones correspondientes ai pico de
actividad se reunieron separadamente en las siguientes fracciones:
FA6 (1,5 mi) que comprende ias fracciones 16 a 20; FA7 (3 mi), las
fracciones 21 a 30 y FA8 (1,5 mi), ias fracciones 31 a 35.(-————)Con
centración de sulfato de amonio. ‘­
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Resumen del Método A de Purificación de la RNA
TABLAVIII : polímerasa l de células de tumor ascitico de Ehrlich

Eta a de Actividad Actividad Recupe­p Fracción Vol. Proteina total especifica ración
Purificación m, mn

'“ unidades unid/mg prot. 2

Extracto Nuclear F2 66 635 117 0,18 lOO

Cronatografia en
DEAE-Sephadcx FA3 100 S7 lO 0,17 8

1ra.Cromatogrnfia
en Fosfocelulosa FAh 3,8 9,25 7 0,76 6

Cromatografia en
QAE-Sephadex FAS 6 l,h h 3,00 3,6

' FA6 1,5 - 0,35 ­

2da.Cromatografia FA7 3 - 2.30 - 2,5
en Fosfocelulosa

FAB 1,5 - 0,18 ­

- Los datos resumen la purificación de la RNApolímerasa I extraída de 30 g de
células de acuerdo al “¿todo A, descripto en “Hétodcs”. La actividad de RNAno
limerasa fue determinada a concentraciones saturantes de JTP (0.10 mn UTP) se:
gün se indica en “Métodos”. La concentración de sulfato de amenio en la mezcla
de reacción varió de 30 a 60 mHdependiendo de la fracción de enzima ensayada.
La actividad en la Fracción F2 fue determinada en presencia de h bg/ml de
cx -amanítina. La actividad insensible a esta toxina corresoonde a la RNADoli­
merasa |(ver PARTEl). El bajo c0ntenido en proteinas de las fracciones FA6a
FABimpidió su determinación. La definición de unidad de actividad se indica en
“Métodos”.
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b) Método de Purificación B

La Fracción F2 fue cromatografiada en DEAE-Sephadexen idénticas

condiciones a las indicadas en el Método A,salvo que el Buffer A

utilizado para diluir la Fracción F2 y eluir la columna contenía la

concentración habitual de 30%de glicerol. La RNApolímerasa l obti
nida de esta primera cromatografía en DEAE-Sephadexse aplicó a co­

lumna de QAE-Sephadexy la enzima se eluyó con un gradiente lineal

de sulfato de amonio. El perfil de elución de la polimerasa l en es­
ta etapa fue similar al obtenido en la cromatografía en QAE-Sephadex
del Método A (ver Figura 21).La fracción de enzima así obtenida fue

luego concentrada y purificada mediante la adsorción a una pequeña cg
lumna de QAE-Sephadexy la elución con Buffer A conteniendo 0,2H sul­

fato de amonio (Figura 23). Las fracciones con actividad enzimática se
reunieron, se concentraron por precipitación con Sulfato de amonio y
se aplicaron directamente a una columna de Sepharose GB (Figura 2h).
La etapa final de este método fue la adsorción de la enzima obtenida

de la cromatografía en Sepharose 6B a una tercer columna de QAE-Sepna
dex y la elución de la enzima,como antes, con Buffer A c0nteníendo

0,2H sulfato de amonio con el objeto de c0ncentrar la preparación enzL
mática (Figura 25). En esta última etapa las fracciones del pico de ag
tividad de la polímerasa l se reunieron separadamente en 2 fracciones
(FB7 y FBBLque comprenden respectivamente las fracciones con mayor y

menor actividad enzimática (Figura 25). Ambasfracciones fueron conceg
tradas y analizadas en geles de poliacrilamída en condiciones no dena­
turalizantes según se describió en el MétodoA.

Un resumen del método de purificación descripto anteriormente se
muestra en la Tabla IX. La recuperación de la actividad enzimática

en cada una de las etapas fue en general del 60 - 70 2.La acentuada

disminución de la actividad enzimática que se observa en la segunda
cromatografía en QAE-Scphadexno es debida a una baja recuperación

en la cromatografía en sí, sino a la pérdida de un 50%de la acti­
vidad comoresultado de la dilución previa a ésta (resultados no

mostrados). Comose indica en la Tabla IX, por este método de puri­
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Figura 23: Segunda Cromatografia en QAE-Scphadex (Método B)
La Fracción FBh (thl, 3,85 mgde proteinclobtenida de la Primera

-Cromatografia en QAE-Sephadcx, fue cromatografiada en una segunda
columna de QAE-Sephadex (2,h x h cm) según se detalla en cl Méto­
gg_fi descripto en “Métodos”. La actividad de RHApolimerasa(<>4)-)
se determinó como Se indica cn la Figura 20. Las fracciones corres
pendientes al pico de actividad se reunieron y se concentraron po?
precipitación con sulfato de amonio (Fracción FBS)y luego se dc­
terminó la actividad de RNApolimerasa y contenido en proteinas.

)Concentración dc sulfato de amonio.
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Cromatonrafia en Sepharnse GB (Método B)
La Fracción F55 (¡,5 ml; 1 mg de proteina) obtenida de ia Segunda
Cromatografia en QAE-Sephadex (Figura 23) Fue aplicada a una columna
de Sepharose 66 (1x37 cm) y eiuida comose describe en“Hétodos”(Ïfi:
todo U). La actividad de RNApoiincrasa (db-CF ) se determinó como
se indica en la Figura 20. Las fracciones correspondientes al nico
de actividad se reunieron (Fracción F86) y se utilizaron inmediata­
mente en la próxima etapa de purificación,prevía determinación de
la actividad de RNApoiimerasa y contenido do proteinas. La flecha
indica la posición de clución dei Azul Dextran 2000 (Pharmacia).
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Figura 25: Tercera Cromatoarafïa en QÁE-Senhadex- (Método B)
La Fraccion Fbo (7,5 mi; 0,55 ng de orotcine) obtenida de ia Cromato­
grafïa en Sepharose 65 (Figura 25) fue cromatografiada en una tercer
columna en QAE-Sephadex (0,9 x 6,3 cn) como se describe en “Métodos”
(Método Bi. La actividad d: RHAnoiímerasa (-C>43- ) Se determinó co
nn se indica en la Figura 20. Las fracciones correspondientes al pi:
co de actividad se reunieron separadamente en dos fracciones: la
Fracción F87 (1,6 mi) que comprende ias fracciones 8 a 11 y ia F63
(2,h mi), las fracciones 11-16 que se indican en esta figura.
( )Concentrací6n de sulfato de amonio.
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Resumen dci Método B de Purificación de la RNA
TABLA IX : polímerasa l de células de tumor ascitico de Ehriich

Eta d Actividad Actividad Recupe­pa e Fracción Vol. Proteina total especifica ración
Pur'f'cac'on ml mg unidades unid/mg prot. %

Extracto Nuclear F2 30 hOS 130 0,32 100

Cromatografía en
DE/‘xE-Scphadcx F83 108 2'4.75 92 3,70 7o

1ra.Cromatografia
en QAE-Sephadcx FBh #2 3,85 7h 19,20 S7

2da.Cromatografia
en QAE-Sephadex F85 1,5 1 28 28,15 22

Cromatografía en
Sepharose 68 F86 7,5 0,55 21 37,80 16

FB7 1,6 - 10 ­3ra.Cr0matografïa
en QAE-Sephadex F38 2,h

- Los datos resumen la purificación de ia RNApolimerasa l extraida de 28 g dc
células de acuerdo al Método B que se describió en “Métodos”. La actividad de
RNApolimcrasa se determinó como se iniica en la Tabla Vlll. El bajo contenido
en¡proteïnas de las fracciones F37 y F38 impidió su determinación. La definí'
Clon de unidad de actividad se indica an “Métodos”.
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ficación se recupera aproximadamente el 122 de la actividad de RNA

polimerasa | presente en los extractos nucleares.

- Conclusiones

En la Figura 26 se esquematizan los analisis electroforéticos
de las fracciones de RNApolinerasa l purificada por los Métodos

A y B. Los reSultndcs indicaron:

l°- La presencia en arbos métodos de una banda de movilidad electra
forética similar a la indicada para las DHLpolimerasas purificadns
de otras células animales (Kedínncr y col, 1971; Coupar y Chester­

ton, 1975) y cuya intensidad de tinciñn relativa es mayor en las
fracciones con mayor actividad enzimática. De estos reSultados se

c0ncluyó tentativamente que dicha banda corresponde a la RNApolinÏ_

rasa l. Comose indicará en el Capitulo 3,ésto fué confirmado en e:
tudios posteriores.
2°- Se comprobó la presencia de proteinas contaminantes de bajo peso
molecular (<1 de 60.000 daltons) en el Hétodo A y de alto peso mole­

cular (2» de 130.000 daltons) en el Método B. Por lo tanto,teniendo
en cuenta los procedimientos cromatogrñficos empleados en cada uno

dc los Métodos de purificación (Tablas Vlll y IX),Se concluyó que la
Fosfocelulosa, utilizada sólo en el Hétodo A, es una buena etapa dc
purificación para eliminar proteinas contaminantes de alto peso mo­
lecular mientras la Sepharosa 6B, utilizada sólo en el Método B, lo
es para eliminar impurezas de bajo peso molecular.

En base a estas consideraciones se decidió utilizar en el Método

dc purificación de la RNApolimernsa l,que se describírá en ¡a sec­
ción siguiente, una combinación de los procedimientos cromatográfiCUs
utilizados en los métodos A y B. Además, para la selección de las dis­

tintas etapas asi comosu secuencia se tuvieron en Cuenta las Síguioí
tes observaciOnes derivadas de numerosos experimentos preliminares,

tendientes a preservar la actividad de la RJApolímerasa l a lo largo
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Figura 26: Electroforesis en Geles de Poliacrilnmida en condiciones no denatu­
ralíznntcs de la RNApolimcrnsa l purificada nor los Métodos A y 3
ArTcuotas de las fracciones de la RNApolinerasa l purificada por
el Método A [FA6 (0,12 unidades), FA7 (0,37 unidades) y FAS (0,07
unidades)] y por el “¿todo a [n37 (o,Ii5 unidades) y F88 (0,23 u
nidadesü, previanente concentradaspor diálisis contra polietilen­
glicol, se analizaron por electroforesis en Geles de S Z de acrila­
mida (PARTEl) y de 10 2 de acrilamida (PARTEll).en condiciones
no denaturalízantes,como se indica en “Métodos”. En las figuras 22
y 25 se detalla la obtención de las Fracciones FA6 a FAS y de las
Fracciones F87 y F88 respectivamente.Las flechas indican la posiciór
de migración de la RNApolimerasa l y de las proteinas marcadores
L5ctico deshidrogenasa “(PH 133.000) y Sero albúmina bovina(PH
69,000) que fueron corridas en paralelo con las fracciones de enzi­
ma. La definición de unidad de enzima se indica en “Métodos”.
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de todo el proceso de purificación:
a) En todas las etapas de purificación estudiadas se observó que

cuanto mayor es la concentración de la enzima mayor cs la recupení
ción de la actividad enzimática. Las diluciones directas de las pqi
paraciones de enzima para alcanzar la concentración salina adecuada
para la fijación en las resinas de intercambio iónicc resultaron en
acentuádas pérdidas de la actividad enzimática, por ejemplo en la
segunda cromatografia en QAE-Sephadex (Método B, Tabla lX).Por lo
tanto se estudió la posibilidad de disminuir la concentración sa­

lina por diálisis. Sin embargo,la dialisis de fracciones muy ¡mpg
ras como la Fracción F2 con elevada concentración de proteinas, de
termina la asociación ineSpecifica e irreversible de la RNApolimg
rasa l a otras proteinas celulares, presumiblementebásicas, altg
rando su cemportamientocromatográfico. Por otra parte, la diálisis
de fracciones en estado avanzado de purificación contra un buffer
con la concentración requerida de glicerol (302 - hOZ) para estabi­
lizar la enzima, es un proceso sumamente lento que resulta en una

pérdida del 602 de la actividad. Fue necesario entonces, descartar
la diálisis comoprocedimiento para disminuir la concentración sa­
lina. Para diluir al minimo las muestras de enzima a aplicar en las

diversas columnas de resinas de intercambio iónico, se dÍSpuso uti
lizar resinas con afinidad creciente para la RNApolinerasa l en
las sucesivas etapas de purificación. Además.las diluciones de las
preparaciones de enzima para alcanzar la concentración salina ade­

cuada se realizaron en todos los casos en pequeñas alïcuotas de m2
do que la enzima estuviera diluida el menor tiempo posible.
b) Cuando fue posible (concentración de proteinas mayor de 0,3 mg/mlL

las fracciones con actividad enzimática eluidas de las columnas de eng
matografia se precipitaron con sulfato de amonio y se re5uspendieron
en un volumen minimo de Buffer A o B conteniendo 50 2 de glicerol.

De lo contrario (concentración de proteinas menor de 0,3 mg/ml) se
concentraron fíjándolas a una columna de Fosfocelulosa y la actív
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dad de la RNApolinerasa | se eluyó en un volumen minimo de Buffer B

conteniendo altas concentraciones de Sulfato de arenïo. Deeste rado

se logró además de c0ncvntrar las fracciones de enzi:a una parcial
purificación de las mismas.

a;'c) A partir de la segunda etapa cronaze'raziea las fracciones elvi­
das de las columnas de cronathrafia se recoeieron en tubos conte­

niendo glicerol de nodo que ln corcentración Final del mismo fuere
de 50-602.

PURlFiCACIOH :E LA REA POLIPETASA l

DE CELUL¿S DE UïGF ASCITlCC TE EHÉLICH

l - Materiales y HFtodes

La obtención de las células de tumor ascitico de EHrlich, puriïiel
ción de los núcleos, las determinaciones de la actividad de RNAr‘lï:

rasa, de proteinas y de la conductividad Se realizaron comose indicó

previamente (“Hateriales y Métodos” PfiRTEll, ira.Secci6n). La CC'fuïL
ción de los Buffcrs se detalla en la Sección “Hateriales y Hétodcn“ d:
la PARTE I.

l) Procedimiento de purificación de la RNAnnlinnrasa l
Primera erapa: Soluhilizaciñn dn ias RNAeolirgrasas

La solubilización de las RNApolímcrasas se realizó de acuerdo al ora
cedímiento descripto en la Sección Materiales y Métodos de la PAÍTC I

exceptuando las siguientes modificaciones. Los núcleos aíslafie: de
50 g de células se suspendieron en 150 ml(volumen final) de Buffer C.
La suspensión nuclear se llevó a 0,32 H sulfato de amonio por el :"ro­
gado de una solución QHde Sulfato de amonio (pH 7.9). La solucíín v's­

cosa resultante fué sonícada en volúmenes de 25 ml durante 60-70 s en

las mismas condiciones que se indizaron previamente(”Hétodos“ PARTEl).
Inmediatamente después se adicionaron 2 volúmenes de Buffer A contrnïn:

do 20 K de glicercl y la solución GCagité durante 30 nin (Fracciín “1).



88

El precipitado de cromatina formaco fue removido por centrifugación
durante 120 min a 30.000 rpm en el rotor 30 de la ultracentrifuga

Spinco L. El sobrenadante conteniendo toda la actividad enzimática

fue llevado a casi saturación por la adición de O,h2 q/ml de sulfï
.to de amonio. El precipitado se colectó por centrifueación a 30.01ñ
rpm durante 70 min en el rotor 30 de la ultracentrifuga Spinco L y

se resu5pendió en 100 ml de Buffer A (Fracción F2). Esta fracción se

congeló a - 70°C durante 12 horas.

Senunda etana: Príhcra Cromatoorafïa en DEñï-Scnhadnx
La Fracción F2 (160 ml) corresnonciente a 50 g de células fué diluida
con Buffer A hasta una concentración final de sulfato de amonio de

0,05“ y aplicada a una columna de DEAE-Sephadex A-ZS (h,h x 18 cm)

previamente equilibrada con_2uffer A conteniendo 0,05H de sulfato de
amonio. La columna fué lavada con un volumen de columna de buffer de

equilibración y eluida con un gradiente lineal de 0,05H a 0,hOH de Sql
fato de amonio en Buffer A. El tamaño total del gradiente fué equiva­

lente a 3 volúmenes de columna. Las fracciones correspondientes al oí
co de actividad de la RNApolimerasa l (inSensible a 200 Lg/ml de

O<famanitina) se reunieron y toda la actividad enzimática se precipl
tó por el agregado de O,ü2 g/ml de sulfato de amonio. El precipitado
se colectó por centrifugación a 30.000 rpmdurante 90 min. en el ro­
tor 30 de la ultracentrifuga Spinco L y se díluyó en 30 ml (vol.final)

de Buffer B conteniendo 50 Z de glicerol y 2 mH HgClz. Esta fracción
(F3) fue congelada durante 12 h. a - 80°C, previa determinación de la
actividad enzimática.

Tercera etapa: Primer Cromatonrafia en Fosfocelulosa

La Fracción F3 fue diluida en Buffer B hasta una conductividad equiva­

lente a 0,075 H de sulfato de amonio y aplicada a una columna de Fosfil
celulosa P-ll (2,h x 12 Cm), previamente equilibrada con Buffer 5 con­

teniendo 0,07H de Sulfato de amonio. La coflumna fue lavada con un vol!
men del buffer de equilibración y la actividad de RNApolimerasa fué

eluida con S volúmenes de columna de un gradiente lineal de 0,07 a 0,50H
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de sulfato de amonio en Buffer B. Las fracciones conteniendo acti­

vidad de RNApolimerasa se reunieron y toda la actividad enzimñtL
ca se precipitó con sulfato de amonio comoen la etapa precedente.

El precipitado fue reSUSnendido er Buffer B conteniendo sn 9 de eli
cerol y 2nH HGC|7 (Fracciñn Fü) V congelado a - "ñ”C durante 12 tores.

Cuartï ntana: Sonwr"n Treintccrafia en WÏAÏ-Snan“=x

La FraceiCn Fh (8 rl) oütenidn de la ecnna anterior se diluyó con

Buffer A hasta una conCHntraciïn de Sulfato de n onio de 0,05H y sr

adsorbió a una colu””’ de DEE-Serhadwx fi-ÉT (l,fi x 1? cn) enuílihr;
da con Buffer 3 CC*Lnni:Tío 3,43M de SUlFato de ar nio. La colunna

fue lavada cen 1,5 volírzncs ón cclu na del buffer de ecuilibraciïx
y eluida con h volJ“nnes de colurra ¿n un nradicntc líncal de 0,?51

a 0,35“ de sulfato ¿e e':wio en Brf'cr S. El flujo =piícado a la c;
lunna Fue dc 25 ml/n y se colcctaron Fracciones de 3 r1l. Con la fici
lidad de estabilizar a la enzima, en ésta y las siguientes etapas,las
fracciones eluidas de las columnas de cromatocrafia sc colectarOn en

tubos conteniendo glicerol de nodc que la concentración final del :ií
no fuera aproximadamente 50 7 (v/v). Las fracciones del pico de acti­

vidad se reunieron (Fracción FS) y sc cromatografiaron innediatar nte
en Fosfocclulosa.

Quinta etapa: Secundn Cromatonrefiv en chfoceiulosa

La Fracción F5 (16 mi» con una conductividad equivalente a 0,03H de
sulfato de amonio,se aplicó directamente a una columna de FostCOlu­

losa P-ll (0,85 x 3,50 cn) previarente equilibrada con Buffer B conta
nicndo 0,07“ de sulfato de an0nio. la colunna fue lavada con 3 volifiïl
nes del mísno buffer y la enzima fJe concentrada por elución con W,5"”
de Sulfato de amonio en Buffer B. Se colectaron fracciones de 0,h ml a

un flujo de h,5 nl/h. Las fracciones con actividad de RNApolimcrasa se
reunieron (Fracción F6) y se utilizaron inmediatamente en la próxima
cromatografia.
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Sexta etapa: Cromatografía en Seonarosa 6B
La Fracción F6 (lá ml) obtenida de la etapa precedente se aplicó a

una columna de Sepharosa ¿B (l x 35 cm) equilibrada con Buffer B cql
teniendo 0,15H de sulfato de amonio y se eluyó con el mismo buffer

a un flujo de 3 ml/hora. Se colectaron fracciones de 1,15 ml. Las
fracciones con actividad enzimática se reunieron (Fracción F7) y se
cromatografiaron inmediatamente en Fosfccelulosa.

Septima etava: Tercera Crematonrafia en Fosfocelulosa
La Fracción F7 (lO ml) procedente de la etaoa anterio‘ fué diluïda

con Buffer B hasta Que la concentración de Sulfato de amonio era de

0,075“ y se adsorbíó a una columna de Fosfocelulosa Pull (0,85 x 1,8cn)
previamente equilibrada con Buffer B conteniendo 0,070H de sulfato de
amonio. La resina fue lavada cen 3 volúmenes de columna del buffer de

equilibración y la enzima fue eluida c0n 7 volúmenes de columna de un

gradiente lineal de 0,07 a 0,50H de sulfato de amonio en Buffer B. Se
colectaron fracciones de O,h ml y el flujo aplicado a la columna fue
de h,5 ml/hora. Se tomaron alicuotas iguales de cada una de las frac­

ciones para ser analizadas por electroforesis en geles de poliacrila­
mida y el volumen restante de las fracciones con actividad enzimática
se reunió para la determinación de la actividad de polinerasas y con­
tenido en proteinas.

2) Electroforesis en Geles de Poliacrilamída

Alicuotas de algunas de las fracciones eluidas de la tercera crema
tografïa en'Fosfocelulosa se analizaron individualmente por electro­
foresis en geles de poliacrilamida en condiciones no denaturalizantes

como se describe en "Materiales y Métodos” de la Primera Sección,
(PARTE IU.



Resultados y Discusión

La Tabla X resume el procedimiento de purificación de la RNA

polimerasa l. Las RNApolimerasas fueron solubilizadas de los nü­
cleos aislados por sonicación a alta fuerza iónica y parcialmente

purificadas por centrifugación diferencial y precipitación con sul
fato de amonio, como se describe en "Métodos". La mayor recupera­
ción de la actividad enzimática en la Fracción F2 se debe pre5umi­
blemente a la eliminación de componentes inhibitorios. Las RNApo­

limerasas l y II presentes en la Fracción F2 fueron resueltas por
una etapa inicial de cromatografia en DEAE-Sephadex(Figura 27)QUc,

comoSe describió en la PARTEl,pernite la efectiva separación de

estas dos enzimas. En esta etapa el pico de actividad de la polimE
rasa l es ligeramente heterogéneo. El grado de heterogeneidad de­
pende de la preparación de enzima y es independiente de las condi­

ciones de incubación de las células (cemparar Figuras 3, 1h y 15 )
Comose indicó previamente (Primera Sección, PARTEll ),la hetero­

geneidad de la enzima l también se manifiesta en la próxima etapa
de purificación censistente en una :romatografia en Fosfocelulosa.
Comose ilustra en la Figura 28,usunlmente el pico de actividad de

la enzima presenta un “hombro” en ln zona de menor concentración si
lina. La RNApolimerasa | fue luego purificada por una segunda cro­

matografía en DEAE-Sephadex. La enzima fue eluida de la columna utL
lizando un gradiente salino menos p"onunciado que el empleado en la
primera DEAE-Sephadex.En esta etapa de purificación, en la mayoria
de los experimentos, no se detectó leterogeneidad en la enzima a pe­
sar de que las condiciones cromatográficas fueron más discriminato­

rias (Figura 29). La polimerasa I e uida de la columna de DEAE-Sephg

dex Fuó luego adsorbida a una pequeña columna de Fosfocelulosa y eluí
da con Buffer B conteniendo 0,5H de sulfato de amonio con la finali­
dad de concentrar la preparación de enzima (Figura 30%para aplicarla
luego a una columna de Sepharose 68. Esta ültima columna fue desarro
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Figura 27: Primera Cromatoqrafia en DEAE-Senhadex
La Fracción F2 (853 mg de proteina) obtenida de 50 g de células fué
cromatografiada en una columna de DEAE-Sephadex (h,h x 18 cm) como
se indica en “Hétodos“.Se colectaron fracciones de no ml (Fracciones
l a 7) y de 20 mi (Fracciones 8 a kB) a un flujo de 3 ml/min. La ac­
tividad de RNApolinnrasa Se determinó en alicuotas de ifl_bl a 0,01
mHUTPy a la concentración de sulfato de amonio resultante de la
dilución de este volumen en el volumen final de SOhi de la mezcla de
reacción. Las actividades mostradas repreSentsn los picomoles totales
de UHPincorporados por ml en 10 min. Los valores de actividad para
los picos I y II eran 2,7 veces mayores cuando se los determina a
0,10 mHUTP. En presencia de DNAdenaturalizado, la actividad asociada
al pico | es aproximadamente la mitad y la asociada al pico II h-S ve
ces mayor (ver Tabla VI, PARTEl). Las fracciones correspondientes ¿T
primer pico de actividad se reunieron, se concentraron por precipita­
ción con Sulfato de amonio (Fracción F3) y luego se determinó la actí
vidad de RNApolimerasa y contenido en proteinas (Tabla X). Actividad
de RNApolimerasa en ausencia(*D-0—) y en presencia(4D-4> ) de l bg/
/ml de °(-amanítina.(-- )Concentraci6n de sulfato de amonio.
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Figura 23: Prin ra Cromatonrafin en Fosfocelulnsa
-..' raccíún F3 (Figura 27) conteniendo 12h ng de proteinas V 155 uni

,s He actividad se cromatografió en una columna de FOSfOCQÏUiCÏñW
L,» x 11,5 cm) como se describe nn “Métodos”. Se colcctarnn fraccim

ncs de 10 nl (Fracciones 1 a 7) Y de 6 ml (Fracciones 8 a hi) n r' k
flujo de 3ó nl/hora y la actividad de RHApolimerasa (-<}—<)—}C:;n"
minó comosc indica on la Figura 27,Lns fracciones con cctívídái
políncrasa SC reunieron, se concentraron por precipitación crn svi'i
to d? a“:ni0 (Fracción FH) y luego se intermínó la actívídnñ ¿e 55"”
polinurasa y contenido en proteinas (Tabla X).(
SUÏÏGcO de anonio.

)Concanr:ci(w (x
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Figura 29: Segunda Cromatografia en DEAE-Senhadex
La Fracción'Fh (Figura 28) conteniendo 23 mg de proteinas Y 59 uni
dades de actividad se cromatografió en una columna de DEAE-Sephadek
(1}6 x 12 cm) como Se describe en “Métodos”. La actividad de la RNA
polímerasa (40-<)-) se determinó comose indica en ia Finura 27.
Las fracciones del pico de actividad se reunieron (Fracción F5) y
se determinó la actividad de RNApoiimerasa y contenido de proteinas
(Tabla X). (--— )Concentracíón de sulfato de amonio.
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Figura 30: Segunda Cromatografia en Tosfocelulosa
La Fracción FS conteniendo 2,6 mq dc proteinas y 29 unidades de
actividad se aplicó a una columna dc Fosfoceluiosa (0,85 x 3,50 cm).
La enzima se eiuyó como Su describe en “Métodos”. La actividad de
polimerasa (-—O—<>—)se determinó en alicuotas de 3,b| como se ¡ndi
ca-cn la Figura 27. Las fracciones del pico de actividad se reunió?
ron (Fracción F6) y luego se determinó la actividad de RNApoiíncra
sa y contenido en proteinas (Tabla X). ( )Concentración de sdT
fato dc amonio. '­
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llada con Buffer B conteniendo 0,151 sulfato de amonio. La RNApg
limerasa l eluyó en un solo pico simétrico, lineramente antes que
la proteina marcadora de peso molechar #32.736 daltons (Figura
31). Por este procedimiento se logrS una buena purificación con

una recuperación de toca la actividad enzimática (Tabla X). La eta
pa final de purificación fue la adsorción de ia enzima de la col”:
na de Sepharose 63 a una tercer coldmna de chiocelulosa y elucién

Sulfato decon un gradiente lineal de amonio. Toda la actividad elu

yó entre 0,21H y C,3|H de sulfato de amonio en un solo pico homocí

neo (Figura 32). ñlïcuotas de algunas de las fracciones eluidas de

esta Cltima columna fueron analizadis individualmente por electrofg
resis en geles de poliacrilaríCa en ccndiciones no denaturalizantcs

i coincidente cen(Figura 33). Se observa una üníca ban a de brote na
las fracciones con actividad de RNApclimerasa l indicando que la a"

zima asi purificada es razonablemen e hom0c5nea.

Por el procedimiento de purifizacién descripto nreviamente la

RNApolimerasa | fue purificada 2330 veces con respecto a los extra;
tos nucleares (Tabla X). La actividad especifica de la fracción de

enzima más pura obtenida después de la tercer cromatografía en Fos?:
celulosa es similar a la indicada para la RMApolinerasa l altamente

purificada de mieloma de ratón (Schwartz y Roeder,197h), de timo de

ternero (Gissinger y Chambon,1972)y otros eucariotes inferiores (su:
ler y col, 197h; Valenzuela y col, l976). La RNApolimerasa I exhibe

un progresivo incremento de inestabilidad en las sucesivas etapas de
purificación deSpués de la primera :romatografia en DEAE-Sephadex.Un

aumentoen la estabilidad enzimática se logró mediante la adición de
dextranos y de altas concentraciones de gliterol an todos los buffers
utilizados, manteniendo las soluci0nes de enzima en la forma más c0n­

centrada posible y demás precaucionzs indicadas previamente. La pre:2_
ración de enzima final congelada a - 80°C en Buffer B conteniendo

60 Z de glicerol mantiene toda la aztividad durante 2-3 dias. Por es­
te procedimiento de purificación se recunera del 6 al 10 2 de la acti­
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Figura 31: Cromatografia en Sepharose 68
La Fracción F6 (Figura 30) conteniendo 1,35 mg de proteinas y 1h uni
dades dc actividad Fue aplicada a una columna de Scpharose 68 (1 x‘_
32,5 cm) y eiuïda como se describe en “Métodos”. La actividad de RNA
poiimerasa ( 43-0-0 se determinó ccno se describe cn la Figura 27.
Las fracciones del pico de actividad se reunieron (Fracción F7) y
luego se midió la actividad de poiimerasa y contenido en proteinas
(Tabla X). Las flechas indican ia posición de elución del Azul Dex­
tran 2000 (Pharmacia) (HU2 x 106)y de la ureasa (HWh,872 x105).
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Figura 32: Tercera CrOmatonrafia en Fosfocclulosa
La Fracción F7 (Figura 317 conteniendo 0,26 mg de proteinas y 15 un
dades de actividad se cromatografió nn una columna de Fosfocelulot:
(0,85 x 1,8 cm) como se oescribc en “Métodos”. La actividafi de 3:1
polinerasa ( 0-4D-O)se determinó comoen la Figura 27. Se tomaron
alïcuotas iguales de cada una de ia: fracciones elufdas de la colme­
na para ser analizadas por electroforesis en geles de poliacrilafiion
y el volumen restante de las fracciones con actividad enzímfitica se
reunió y se determinó el contenido en proteinas y activicz- 11%
P0limerasa (Tabla X). (-—-—) Concentración de sulfato de :vonío.

(le
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Fiqura 33: Electroforesis en Geles de poliacrilamida en condiciones no dena­
turalizantes de la RNAnolímerasa l purificada.- Alicuotas de
las Fracciones lo, 17 y 21 eluidas de la tercer cromatografia en
Fosfocelulosa (Figura 32), conteniendo aproximadamente 0,30 unida­
des de enzima (Gel 2), 0,23 unidades de enzima (Gel 3) y ninguna
actividad enzimática (Gel h) se analizaron por electroforesis en
geles con S 2 de acrilamida en condiciones no denaturalizantes co­
mo se describe en “Métodos”. En el Gel 1 se corrió en forma simul­
tánea una alïcuota similar del buffer de elución de la columna.
La RNApolimerasa l exhibe una marcada tendencia a la agregación
durante la electroforesis cuandoésta se realiza en las condicio­
nes indicadas más arriba.



100

TABLA x o - Procedimiento de Purificación de la RNApolimerasa lde células de tumor ascïtico de Ehrlích

._ Protcïna Actividad Actividad Recdpera­
FraCCIon y Etapa Total especnfica cuon

de Purificación mg unidades uníd/mg prot. Z

F1 i331 135 0,10 77

F2 853 176 0,21 mn

F3 Primera DEAE-Sephadex 12h 155 1,25 88

Fb Primera Fosfoceluiosa 23 59 2,6 3h

F5 Segunda DEAE-Sephadex 2,6 29 11 16

F6 Segunda Fosfoceiuiosa 1,35 1h 10 8

F7 Sepharose 68 0q26 iS,h 59 9

F8 Tercera Fosfocelulosa 0,05 11,6 230 7

- Los datos resumen ia purificación de la RNApolímerasa l aislada de 50 g de
células de tumor ascitíco de Ehriich. La actividad de RNApoiimerasa fue de­
terminada como se indica en “Hétodos“u con concentraciones saturantes de UTP
(0,10 m“). La concentración de Sulfatu de amonio en ia mezcla de reacción va­
rió de 20 a ho mn dependiendo de la fracción de enzima ensayada. La actividad
en ias Fracciones Fi y F2 se midió en presencia de k hg/nl de OC’amanítina.
La actividad resistente a esta toxina representa a la RNApoiimerasa I,pucs no
se observa una posterior inhibición de la actividad cuando ios ensavos Se rea­
lizaron con 200.hq/mi de 0<-amanitinau (Schwartz y col, i97h; Hcii y Blatti,
1976) (ver PARTEl).Las unidades de actividad se definen en “Métodos”. Los da­
tos aqui mostrados se tOmaronde un experimento representativo.
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vidad inicial de RNApolimerasa l (Tabla X), porcentaje que es alto,

ya que esta enzima ha sido purificada en otros sistemas con una re­

cuperación final de la actividad que oscila entre 2 y el 15 Z (Gissifl
ger y Chambon, 1972; Schwartz y Roeder, 197h; Valenzuela y col,1976).

Nótese que de l330 mg de proteinas iniciales se obtienen 50 bg de en­

zima pura. Rendimientos similares se han indicado en otras células eg
carióticas (Gissínger y Chambon,1972; Schwartz y Roeder, l97h). Este
rendimiento es uno o dos órdenes de magnitud menores que el obtenido

en la purificación de la RNApolimerasa de bacterias e ilustra una de

las principales dificultades en el estudio de la regulación de la traní
crípción a nivel molecular en eucariotes.

Comose indicó previamente (PARTEl), en varios sistemas de euca­

riotes se ha descripto una hctrogeneidad cronatográfica en las fraccig
nes de RNApolimerasa l. En células de tumor nscitico de Ehrlich tam­

bién encontramos dos formas de RNApolimerasa I. Estas dos formas se

evidenciaron únicamente cuando los extractos nucleares crudos se croma
tografiaron directamente en Fosfocelulosa (Figura 19). Si los extrac­
tos nucleares crudos son sometidos a una etapa previa de purificación
en DEAE-Sephadex,la cromatografia en Fosfocelulosa ya no resuelve a

la polinerasa I en dos formas de enzina,sino que se obtiene un sólo

pico de actividad ligeramente heterogéneo (Figuras 20 y 28). Cierta bi
terogeneidad cromatográfica también se manifiesta en otras resinas co­
mo DEAE-Sephadex(Figura 27)y QAE-Sephadex (Figura 21), pero solamente

en las primeras etapas de purificación. En ningún caso se encontró he­
terogeneidad en las fracciones de enzima más purificadas (Figuras 22,
25,32). Este último resultado puede deberse, entre otras posibilidades,
a la pérdida selectiva de una forma de enzima debido a una mayor ines­
tabilidad o a la interconversión de una forna en otra por proteólisis
alteraciones conformacíonales o pérdida de componentes especifica 6
inespecificamente unidos. Hasta el momentono tenemos evidencias en fa­

vor de alguna de estas posibilidades. Debedestacarse, que el grado de
heterogeneidad de la polimerasa | detectado en las primeras etapas del



procedimiento dc purificación descripto nreviancnte desende de la
preparación de enzina y no tiene relación alguna cOn la capacidad
de transcripción de los núcleos aislados.

Los análisis dc la RNApolimerasa l altamente purificada de

plasmacitOmanor electroforesis en geles de poliacrilamida en col
diciones no dcnaturalizantes revelaron dos bandas dc proteina

(Schwartz y Roeder,197h). Sin embarqo, sólo una banda se encontró
cuando se analizaron las fracciones his purificadas de la políme­
rasa I de tir: de ternero y de células un tunor ascitico de Ehrlic“
(Gíssinner y Chanbon, 1972 y preSente estudio). Los análisis elec­
troforéticcs mostrados en el presente estudio fueron realizados ccn
la enzima purificada de células de tumor ascitico de Ehrlich no incu

badas que presentan bajos niveles de sintesis del rRHa
dez y Pogo, 1971; Iapaluccí-Espínora y col, en prensa). Seria ímnor
tante determinar si las enzimas purificadas de núcleos c0n alta y 5:

ja capacidad de transcripción del rRNApresentan bandas con diferente
movilidad elcctroforética y examinar la commosicíónen subunidades de
estas enzimas.

(Franze-Fernín

102.
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La RNApolímerasalDNA dependiente fue solubilizada de los núcleos

aislados de células de tumor ascitico de EhrlicH y purificada por

un procedimiento que comprendeuna precipitación inicial con sulfg
to de amonio, seguida por cromatografias en DEAE-Snphadexy Fosfo­
celulosa y filtración por geles en Senharose 63. Por este método se
obtuvo una enzima cromatoaráfícarerte honogfineaque fue purificada

aproximadamente 2.330 veces con respecto a los extractos nucleares.

La actividad especifica de la fracción más pura de enzima (230 nng

les de [BH] -UTP incorporados en RHApor ng de proteina en 10 nin
a 37°C) es comparable a la indicada para la RNApolimerasa l alta­

mente purificada de mieloma de ratón (Schwartz y Roeder, 197h) y t

mo de ternero (Gíssinger y Chambon, 1972). La posición de elución

en la filtración por geles en Sepharose FB indicó un peso molecular

de aproximadamente 580.000 daltons. Los análisis de la enzima puriflL
cada por electroforesis en geles de poliacrilamida en condici0nes no

denaturalizantes revelaron una sola banda de proteinas. Cierta heterg
geneidad en las fracciones de la RNApolirerasa l se encontró en las

primeras etapas crematográficas,pero no en las fracciones de enzima
más purificada.

2,. _
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