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ABREVIATURAS

EDTA: Acido etilendiamintetraac<tico.

TCA: Acido tricloroacético.

PEG: Polietilénglicol.
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DEAE: Die tilaminoetil.

PMSF: fluoruro de fenil—-metilsulfonilo.
DTT: Ditiotreitol.

SDS: Dadecil sulfato de sodio.

ADNsc: ADN superenrollado.

ATP: Trifosfato de adenosina.

AMFc: Adenosina-2’,3"-monofostato ciclico.
BSA: Albumina de suero baovino.

MIX: Metil-isobutilxantina.

EGF: Factor de crecimiento epidérmico.
TGF: Factor de crecimiento transformante.
PMA: Forbol-12-miristato—-13-acetato (activo).
PH: Forbol (inactivo).

PK: proteina quinasa.

FrI: Inhibidor de proteina quinasa.

GMPc: guanosina 27,3’ monofosfato ciclico.
ADN: Acido desoxirribonucleico.

ARNm: Acido ribonucleico mensajero.

PBS: buffer fosfato salino.



I.INTRODUCCION

La estructura de 1la doble he&lice del ADN impone al
aparato celular 1la solucidn de ciertos problemas de
naturaleza topolégica para poder propagar y expresar al

material genstico.

El ADN es una daoble h&lice de cadenas
polinucleotidicas enrolladas alrededor de uwun eje comun.
Este eje a su vez, puede enrollarse sobre un eje diferente
dando origen a helices de orden superior, €n Ccuyo caso
hablamos de superhelicidad o superenrollamiento. El
superenrollamiento del ADN es un elemento esencial en la
formacidn de los complejos histonas—-ADN (nucleosomas) en
cromatina vy por ende,en la compactacidén y organizacisn del
cromosoma eucaridtico (1) (). En procariontes, el
superenrollamiento se refleja en las torsiones del ADN "in
vivo" que juegan un papel importante en replicacidn,

transcripcidn y recombinacidn gengtica (3).

El superentrollamiento del ADN es controlado por una
clase de enzimas denominadas topoisaomerasas, capaces de

realizar interconversiones topoldgicas del ADN (4),



Un ADN covalentemente cerrado superenrollado presenta
propiedades topoldgicas que dependen de la distribucian
geografica atdmica. Una de ellas es el grado de
enrollamiento total, cuantificable a través del "linking
number”" o ndmero de unidn L, gque es el numero de vueltas
que da una cadena alrededor de la otra. El nidmero L es un
invariante topoli&sgico y no puede modificarse sin cortar
alagunas de las cadenas del ADN. L es necesariamente un
nimero entero para un ADN covalentemente cervrado (S). Un
ADN circular, con sus cadenas covalentemente cerradas
(ADNccc). es un modelo simple que presenta topologia
cerrada. donde resulta facil estudiar interconversiones
topoldgicas. Como veremos mas adelante la aorganizacidn de
la cromatina en "loops" o© dominios circulares permite

homologarla a este modelao.

El numero L posee dos componentes: el nudmero de
h&lices de Watson y Crick, T y el numerc de superhélices.
W:s estando relaciocnados segun L=W+T (ver figura 1), siendo
Wy T wvariables. El ndmero T es posible calcularlo
conociendo la 1longitud en pares de bases del ADN (N) y el
paso de la hé&lice (Z) o numero de pares de bases en una

vuelta de 11la hé&lice. ya que T=N/Z. El numero W que
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representa la contorsidn macroscédpica del eje de la hé&lice,
resulta muy complejo de calcular, si Dbien corresponde
directamente con el concepto intuitivo de

superenraollamiento.

L_.=Hel L ces btotales
W—Swuperrihheael 0 acers
N=iHlea 1 i ces de Watsonm

N=Numer o de pareas oo

‘- I s enes oot aul e
Z=I"a~&Em cles basces €@ < L
- P aso <l e L & hel Lce

Figura 1.




For convencidn, el nudmero de unidn L es positivo para
el ADN que presenta una hélice derecha. En solucidn., un
ADN en la conformacidn B, posee un Z=10,4pb/vuelta. Un ADN
circular con este paso. en general no posee torsidn y se
denomina relajado. donde L=T=N/10,4 vy W=0, ADNs con
menores L en promedio se denominan negativamente
superenrollados ya que WI0 vy tiene el sentido de giro
izguierdo opuesto al de T. En el caso contrarioc el ADN
estd positivamente super=nrollado W>0. En ambos casos T no
varid por lo cual la introduccidn de superhélices implica

un cambio en L.

Por otra parte un compuesto que modifique el paso de
la h&£lice Z (tal como el braomuwo de etidio., droga
intercalante) disminuira T. El evento de wunidn del
intercalante no modifica al ndmero L dado que no produce
ninguna rotura (no altera 1la topologia del sistema) vy
entonces al dismipuir T aumenta W. Si el ADN original
fuera relajado:

L1 = T1 ——> L1 = W2 + T2 == T1:T2 ——» W2r0 ——r W2=T1-TZ

Decimos gque el ADN adquiere superhZlices positivas por
accidn de un intercalante. Estas propiedades permiten
caracterizar a los topoisdmeros. productos de la accidn de

topoisomerasas (7).



Las topoisomerasas son enzimas que modifican los

estados topoldgicos del ADN, (nimero L) cortando vy
reuniendo sus cadenas. Los productos se mantienen
covalentemente cerrados. reteniendo uwuna topologia. For

ello se distinguen de las nucleasas que s=lo cortan al ADN,

eliminando las restricciones topoldgicas al permitir la

libre rotacidn de sus extremos. Las topoisomerasas gue

escinden v rednen una de las cadenas del ADM se denominan

topoisomerasas tipo I v no requieren ATF ni qu* para su

reacciasn., Fueron identificadas por primera vez en

procariontes por Wang en Escherichia coli (8) v en

eucariontes por Champouw: y Dulbecco en c&lulas embrionarias

ratdn (?). Estas enzimas son capaces de relajar ADN

superenrollado (8) (?); de producir nudos topoldgicos en ADN

simple cadena (10) y de renaturalizar hebras de ADN

complementarias (11) (ver figura 2).

Relajacis

COGDR B =

Figura 2.



En 1976 se descubrid una nueva topoisomerasa. la ADN
girasa capaz de introducir superh£lices negativas en un ADN
relaijado dependiendoc de ATF (12). Esta enzima corta
transitoriamente la doble cadena del ADN, permite el pasaje
de otra hebra doble a través del sitio de corte vy religa la
escisidn, siendo AlL= 2 en cada ciclo. Estas topoisomerasas

son denominadas de tipo II (13).

Fosteriormente fueron caracterizadas topoisomerasas 11

en eucariontes (14) (15) capaces de relajar ADN
superenrollado (variando L de 2 en 2) en forma
ATF—-dependiente; de catenar/descatenar asi como

anudar /desanudar ADN doble cadena (16) (17) (ver figura I).

ANy P Ne e

e\, N
~ A ®
(
¢ ‘ Descatenacis

Anudacian

Figura I.



El descubrimiento de la girasa implica que el aparato
celular no sdlo debe resolver el problema topoldégico
asociado a la estructura helicoidal del ADN sino que
utiliza esas propiedades topoldgicas funcionalmente. Si
bien el ADN purificado de numerosas fuentes estaba
negativamente superenrollado (L<TL[Z=10,41) (5), antes del
descubrimiento de la girasa se pensaba gque la variacian del
L se debia a mecanismos pasivos tales como la unidn
estequiomstrica de proteinas. La girasa plantea al
mantenimiento activo del ADN en un estado superentrollado
como un evento relacionado con ciertos procesos celulares

(13).

TOFOISOMERASAS I. El problema topoldgico del ADN en la
replicacisn semiconservativa implicaba la existencia de una
enzima desenrollante para permitir la separacidn de las
cadenas del ADN (18). Con el descubrimiento del ADN
circular v sus miltiples formas topoldgicas se pudo
utilizar un ensavo que permiti® detectar estas actividades,
con el cual Wang purificd a la topoisomerasa I de E.coli
como menciondramos (8). Como estas enzimas no reqguieren
alguin factor gque aporte la energia de ligacidn, es ldgico
pensar que el intermediario de la reaccisn debe conservar

la energia del enlace fosfodi“ster del ADN; formandose un



complejo covalente ADN-enzima. Esta rotura transitoria
permite cambios en L al girar el complejo Enzima—-ADN sobre
la otra cadena. La disociaci®n de la enzima induce
concomitantemente la reformacidn del enlace fosfodidgster
del ADN (8). El mismo mecanismo fue planteado para la
enzima eucaridtica (9) y demostrado para ambas enzimas al
poder aislarse el complejo covalente proteina—-ADN

(19) (20) (21) (22). La enzima procarionte estada unida al

-

arupo I'—-fosfato v la eucarionte al S -fosfato (20) (22) en
ese complejo covalente. Este enlace es a través de una
unisn fosfotirosina en el sitio activo (23) (24) (23), vy su
existencia como intermediario activo ha sido demostrada por
tiratamiento de la topoisomerasa I de higado de rata con ADN
simple cadena (24). LLa proteina nativa esta unida al
I fostato terminal gue puede dar lugar a una ciclizacidn
del ADN (regenera el anillo) o la transferencia a un grupo
S°-0H de un ADN diférente. planteando no sdlo la
funcionalidad del intermediario covalente sino que bajo
determinadas circunstancias las topoisomerasas podrian ser

ADN—-transfterasas.

Basado en la formacisn del complejo covalente
topoisomerasa-ADN "atrapado” por desnaturalizacidn con SDS,
se ha desarrollado un ensayo para topoisomerasas I vy II

(27) (28) (29). La adiciéan de potasio a 1la mezcla

-8-



conteniendo SDS (unido a las proteinas) precipita selectiva
vy cuantitativamente al ADN covalentemente unido a 1la
topoisomerasa. Con esta propiedad resulta posible detectar
a la topoisometrasa I aun en extractos nucleares crudos dado
que es la dnica proteina capazx de formar complejos
covalentes con 1 ADN en condiciones controladas 30)(31) .
Utilizando ADNasa [ ha sido posible transferir e132 P del
ADN a la proteina v estimar su peso molecular EH geles de

poliacrilamida (31).

Las topoisomerasas tipo I han sido purificadas de
numerosas fuentes (8) (32) (Z3) (34) (339) (26) (Z7) habiéndose
descripto uwna gran variedad de pesos moleculares desde 65
hasta 200,000 dal. Froductos proteoliticos de la proteina

puaden retener actividad completa (38) (29) y se sugirid un

posible procesamiento proteolitico "inm wvivo" (Z9). En
general, existe consenso sobre una topoisomerasa I
eucaridtica cuyo peso molecular oscila en los 100,000

daltons (en presencia de inhibidores de proteasas)., que es
monomErica en solucidn, relaja ADN superenrollado (negativo
0 positivo), no reguiere ATF vy es ligeramente estimulada
por qu& (como excepcidn puede citarse a la topoisomerasa I
de Xenopus Laevis gue es estrictamente dependiente de Mgz+
(38)). La enzima procaridtica salo relaja ADN

negativamente superenrollado y es fuertemente inhibida por



ADN de cadena simple (4). Recientemente fue purificada una
nueva topoisomerasa I[II (40) en E.coli utilizando mutantes
en topoisometrasa I. que posee propiedades de una
topoisomerasa I por lo cual es factible suponer que cumplen
funciones paralelas. Resulta interesante gque una
topoisomerasa I purificada de cloroplastos de espinaca (41)
no relaja ADN con superh£lices positivas, en forma similar
a la enzima procarionte y diferente a 1la topoisomerasa I
nuclear de plantas (42). Esta similitud favorece la teoria
del origen de los cloroplastos por una invasidn
procaridtica. Han sido purificadas algunas enzimas
mitocondriales (43) (44), si bien aun no se determinaron sus

diferencias con las enzimas nucleares.

Con respecto a las interacciones "in vitrao", la
topoisomerasa I eucaridgtica se une a nucleosomas Y
numerosas proteinas cromosomales (43) (464). La actividad de
relajacisn es estimulada por histona Hl y las proteinas del
qrupo de alta movilidad ((HMG 14 vy 17) (47). Las
topoisomerasas I poseen actividad catenante Yy de
anudamiento de ADN doble cadena siempre y cuando el
sustrato contenga escisiones ("nicks"). La catenacidn en
general requiere un agente condensante como
polivinilalcohol, HMG17, H1 o DEF1 (proteina ligante de ADN

de levadura) para generar la reunidsn de las moléculas del



ADN, si bien son incapaces de descatenar ADN catenado

(48) (49) (47).

For iltimo. recientemente fue clonado al gen
estructural de la topoisomerasa [ de levadura utilizando
anticuerpos anti-topoisomerasa I a partir de una biblioteca
gensmica en lambda gt—-11 (50) (51). Es un gen de copia

inica v aparentemente no esencial (ver mas adelante).

TOFOISOMERASAS II. El ADN del fago lambda necesita estar
superenrollado para poder integrarse y generar una bacteria
lisdgena. Este reguerimiento permitid descubrir a 1la
girasa (12). Fosteriormente fueron caracterizadas vy
purificadas topoisomerasas Il de eucariontes gque si bien
pueden cortar v rreunir la doble cadena del ADN. no pueden

superenrollarlo in wvitro” (S2) (33) (94) . La enzima
eucaridtica purificada es un homodimero. cada subunidad
posee una masa que oscila entre 130-180000 daltons vy su

actividad es ATP—Mq?+

dependiente. El clonado del gen top2
(estructural de la topoisomerasa II) en levadura posibilita
una estimacidn independiente (a partir de la secuencia
codificante) de su masa que concuerda con el valor anterior
(53). Las enzimas eucariontes han sido caracterizadas por

su actividad de anudacidan/desanudacidn \%

catenacidn/descatenacisan de ADN doble cadena {(sin



escisiones) (S546) {(37)(E28), asi como por la formacidn del
complejo covalente ADN-proteina sobrre la doble cadena. La
secuencia de los sitios de clivaje para la topoisomerasa Il
fue determinada en Drosophila (58). Existen antibidticos
que han demostirado inhibir a la girasa "in wvitro" e "in
vivo" tales como la novobiocina, el &cido nalidixico. la
coumermicina v el &cido oxolinico {(4). La topoisomerasa II
de Drosophila es inhibida por novobiocina, a una
concentiracidn 100 veces superior (200-400ug/ml) a la
requerida para inhibir a la girasa. por competicidn en el
sitio de wnidn al ATF. El &cido nalidixico no la inhibe
(Z?) v el acido oxolinico (100ug/ml) estimula la reaccidn
de clivaje si bien impide la religacidn, estabilizando el

compleijo covalente ADN-proteina (60).

Se ha descripto ademds, que compuestos intercalantes
con actividad inhibitoria de la duplicacidn celular
(citostaticos o antiblasticos) forman este tipo de
complejos covalentes ADN-proteina al actuar sobre sus
células blanco. sugiriendo gque las topoisomerasas podrian
mediar esta accidn citotdxica (61) (62) (63). Recientemente
s2 demostrd que los mismos citostaticos estimulan el
clivaije "in wvitro" del ADN por la topoisomerasa II
purificada de timo de terneroc (&64) (65). Isdmeros no

citotexicos de estas drogas no inducen esta reaccidan,



correlaciondndose el grado citotdxico de la droga con la
estimulacidn del clivaje por la topoisomerasa II "in vitro”
(64) . Ademas. el m-AMSA es inhibidor de 1la acian
catalitica de 1la topoisomerasa II "in vitro" (64) ,
sugiriendo que el blanco intracelular de estas drogas es la

topoisomerasa II (66).

El ciclo catalitico de la topoisomerasa II presenta
una dificultad adicional referente al mecanismo de pasaje
de la doble hebra a través del corte sin gue los extremos
se separen. Se ha postulado ademds de la interaccidén
covalente con los extremos S, la existencia de

interacciones no covalentes que posibiliten la formacidén de

un puente entre ambos extremos para poder religarlos (13).

lLas topoisomerasas pueden participar en procesos
celulares en forma directa, que requieren la rotura vy
reuni<n del ADN (recombinacidén., reparacicsn, separacidgn de
las cadenas hijas al final de la replicacidn) o en forma
indirecta, a través del control de la superhelicidad del
ADN (transcripcican). Si bien no es facil disociar ambos
fenamenos se han descripto recientemente evidencias en

ambos sentidos. Las topoisomerasas estan fundamentalmente



localizadas en el nicleo de la c#lula eucaridtica. en
mitocondria Y% cloroplastos. Estudios de
inmunofluorescencia con anticuerpos anti-topoisomerasa I
purificados indican que la topoisomerasa I esta
preferencialmente asociada a los loci transcripcionalmente
activos en 1los cromosomas politénicos de la glandula
salivar (67) v en el nucleoclo (68) de la Drosophila,
mientras que la topoisomerasa I esta presente en faorma

difusa en los cromosaomas politéEnicos (69).

Los cromosomas mitdticos estan formados por el
arrollamiento de la fibra nucleoproteica en una estructura
de "loops" o dominios circulares. Existen proteinas que
mantienen la morfologia del cromosoma auin una vez eliminado
el ADN denominadas "scaffolding proteins” y se localizan en
las bases de los loops. Una de ellas es la topoisomerasa
II (70) de acuerdo a su reactividad con anticuerpos
especificos, revelada también en la matriz nuclear del

nicleo interfdsico (71).

Otros trabajos han sefialado la presencia de actividad
de topoisomerasas en ensambles proteicos nucleares vy
citoplasmaticos (72) (84). Estas localizaciones
subcelul ares permiten especul ar sobre las funciones

bioldgicas de estas enzimas a nivel de transcripcidn vy



replicacia

Un rol esencial para la topoisomerasa II eucaridtica
en el final de la replicacidn fue sugerido por el estudio
de las mutantes topld de levadura (73)(74). Se ha
demostirado la produccidn de catenanos de ADN en replicacidn
y se considera que la topoisomerasa II es 1la enzima
responsable de 1la descatenacidn de las cadenas hi jas del
ADN al termino de la replicacidn (73). El gen topl es
esencial para la viabilidad celular y solo se han preparado
mutantes termosensibles topZ2ts. Con ellos se ha observado
la acumulacidsn de plasmidos de levadura multiplemente
catenados gque no logran separarse a la temperatura no
permisiva (73). Si bien los cromosomas eucaridgticos son
lineales v no posen restricciones topoldaicas, la gran
longitud. =21 alto grado de empagquetamiento y la estructura
de los 1loops radiales’ que dan origen a los miltiples
replicones. imponen reqguerimientos de una topoisomerasa II
para resolver los multiples entrecruzamientos de la cadenas
hijas al Ffinal de la replicacidn. Este mecanismo parece
existir tambié&n en bacterias (75)(748). El rol esencial de
la topoisomerasa II en replicacidn es consistente con la
estimulacisn significativa de la actividad enzimatica en el
higado regenerativo (77) despugs de una hepatectomia

parcial y en los linfocitos estimulados con concanavalina A



(mitdgeno linfocitario)(78). En ambos modelos la actividad
de topoisomerasa I no se modifica. En bacterias la
topoisomerasa 1 de Escherichia coli parece ser un factor de
especificidad en la iniciacidn de la replicacian (79). En
levaduras, las mutantes topl (74) (80) son viables y carecen
de fenctipo replicativo, sugiriendo que la topoisomerasa 1
no es la dnica responsable del desenrollamiento del ADN.
Sin embargo, las dobles mutantes topl topZts difieren de
las topZ2ts mutantes ya que el blogueo se produce en una
fase replicativa mds temprana (74). Esto sugiere que el
defecto de topoisomerasa [ es quizds complementado por la
topoisomerasa II en las mutantes simples y por eso no es un
gen esencial. En las mutantes dobles los cambios son mucho
mas pronunciados (80). A su vez, es importante destacar
que en E. coli en las cuales se ha delecionado el gen de
topl se han caracterizado mutaciones compensadoras en otros
genes, en particular de la girasa (81) (82) (83) 3 y no
existen simples mutantes planteando que el gen topl es
esencial en procariontes. Los estudios de los fenotipos de
estas mutantes se complican por estas mutaciones
compensatorias gue pueden ocultar efectos bioldgicos. For
otra parte, la participacidén de la topoisomerasa I en la
modul acisan del superenrollamiento del ADN, hace dificil

eliminar los efectos pleiotrdpicos por la disfuncidn de la
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enzima en las mutantes. Otra evidencia en relacidn con la

replicacidn. es la participacidén de las enzimas en
complejos multienzimdticos asociados a replicacidn
(84) (835) (72 . Es probable que las topoisomerasas sdlo

esteén parcialmente involucradas en el desenrollamiento
replicativo. Es asi que una proteina aislada de extractos
de celulas Hela no infectadas se requiere para la

elongacidin de 1los intermediarios replicativos del ADN de

adenovirus en un sistema "in wvitro". Esta proteina
altamente purificada posee un peso molecular de 40000 y fue
denominada factor nuclear II. contiene actividad de

topoisomerasa I, puede ser sustituida por topoisomerasa I
eucaridtica (100kdal) aungque no por la Eco topoisomerasa I

(846) .

El requerimiento de la desanudacidn topoldgica del ADN
no silo debe ser satisfecho en replicacidén sino también en
trranscripcidn. La necesidad de un eslabdn giratorio en la
transcripcidn del ADN de manera gue se realize la rotacidn
alrededor del eje de la h&lice en vez de la rotacicn de la
cadena del ARN naciente entera fue imaginada tempranamente
(87). El descubrimiento de las topoisomerrasas permitid

involucrarlas en este fendmeno (88).



En procariontes existen numerosas experiencias
gensticas sobre 1los efectos de 1a superhelicidad en
trranscripcicdgn vy el rol de topoisomerasas en los mismos
(89) (81) (?0) (1) (22). En eucariontes, las evidencias son
indirectas si bien parecen indicar que las topoisomerasas
tipo I cumplirian la funcidn del desenrollamiento del ADN
en el sitio de avance de la ARN polimerasa, mientras que
las topoisomerasas II generarian la tensidn del ADN para
que los genes activos sean reconocidos f(activacian de 1la

cromatina).

Las primeras evidencias sobre un rol de 1la
topoisaomerasa I en transcripcidn fueron aportadas por 1la
presencia de la enzima en la particula "core" del virus de
vaccinia (23, en compania de enzimas de trranscripcidn., asi
como su presencia en el nucleolo de Xenopus Laevis donde no
hay replicacidn detectable v si una activa transcripcidn
del rADN (24). Recientemente se ha demostirado su presencia
en una forma cataliticamente activa en nucleolo de

fibroblastos de rata saobre el rADN (68): y se han

reconocido sus sitios de clivaje "in vivo" en el rADN de la

cromatina macronuclear de Tetrahymena Termophila
(extracromosomal) (95) (96). lLos sitios de corte estdan
localizados a 1000, 60O vy 150 pares de bases por encima

("upstream”) del sitio de iniciacidn de la transcripcidn.
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Todos ellos estan muy cerca de los sitios de
hipersensibilidad a la ADNasa pancredtica (927); y dada 1la
correlacisn existente entre los sitios de hipersensibilidad
a la ADNasa v los sitios de regulacidn de la transcripcicn
(78) ., su asociacidn con la topoisomerasa I es
particularmente interesante. Evidencias mds directas sobre
la presencia de topoisomerasas [ en zonas de transcripcidn
activa fueron aportadas por inmunofluorescencia de 1los
cromosomas politénicos de Drosophila con anti-topoisomerasa
I como mencionara anteriormente (67). Mas aun, cuando la
mosca mutante BER-1 que posee una delecidn en 1la regidn
prromotara del gen sgs-4 en la posicidan 3C11-12 del
cromosoma X es comparada con el control salvaie, se abserva
que el locus ZCl11-12 practicamente no se tifie con 1los
anticuerpos en la mutante (donde la transcripcidn esta
abolida) (67). Por otra parte., la carencia de un fenotipo
transcripcional en las mutantes de levadura top! o top2
(74) indican que si una topoisomerasa es requerida en
tiranscripcidn tan s3lo con que una de las dos

topoisomerasas estE activa sea probablemente suficiente.

Las evidencias mencionadas estdn en relacidn con un
rol directo de las enzimas en transcripcidén, sin embargo es
posible que 1los efectos puedan estar mediados por el

superenrollamiento del templada. Si bien los cromosomas
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eucaridticos Y procaridgticaos contienen superh&lices
negativas en sus loops de ADN, en el caso eucariatico 1la
deficiencia total en L respecto del ADN puro (ver I.1)
puede ser atribuida enteramente al enrollamiento del ADN
alrededor de las histonas en los nucleosomas (99) (100).
Sin embargo, resulta plausible plantear gque una fraccidn
del ADN intracelul ar pueda estar negativamente
superenrollado sobre o debajo del L debido a 1la formacidan
de nucleogsomas vy que este superenrollamiento diferencial
influva la expresidn gengtica en eucariontes. Esta
posibilidad gueda suqgerida por: a) La presencia de sitios
hipersensibles a la ADNasa en los genes activos (101) (102);
b) 1la presencia de una poblacidn transcripcionalmente
activa superenrollada (relajable por topoisomerasa I) en
minicromosomas del virus SVY40 (103%) v c) por experimentos
de transcripcidn por microinveccidn en ovocitos de Xenopus

del ARN 88 v su inhibicidgn por novobiocina (104) (103).

Estos estudios, en conjunto con la caracterizacidn en un
extracto de Xenopus de una actividad de ‘"girasa' ATP—M92+
dependiente (1046) condujeron & la postulacidn de un

ensamblaje activo (o superenrollado) de la cromatina de los
genes transcribientes por 1la topoisomerasa II como una
condicidén inicial de la expresidn gen#£tica (106). Por otra

parte, los sitios de unidn a la matriz nuclear de los genes
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de inmunoglogulinas activas y modificadas coinciden con los

sitios de «clivaje de 1la topoisomerasa II (107). Esto
plantea que los aqenes activos podrian formar loops
topolidgicos cerradas sobre los que actuaria la

topoisomerasa II (en la base del loop) en colaboracidn con
factores activadores de 1la transcripcidn en trans (tipo
TFIIIA) para inducir la giracidn especifica de gen como

evento primarioc en la expresidn gengtica (107) (108).

For ltimo es importante destacar que las
topoisomerasas eucaridticas, en particular la topoisomerasa
I, se han relacionado con la integracican del fago lambda
(109), la +transposician del TnZ (110) y la recombinacidn
hom3loga (111). Dada la accidn de las drogas antitumorales
intercalantes sobre topoisomerasas se ha postulado su
participacidn en el intercambio de cromatides hermanas
(112) (&63) . Estas actividades parecen indicar que la rotura
y reunisn concertada del ADN estd ligada a la actividad de
recombinacidn. Resulta obvio que una reaccidn de
topoisomerizacidn es inespecifica frente a una
recombinacidn v que esta udltima debe ser necesariamente mas

compleja.



I.4.Transformacidn celular.

La propiedad de una c#lula tumoral de transmitir su
fenotipo transformado en forma estable a su progenie
sugiere que la tumorigenesis es el resultado de
alteraciones gen&ticas en la célula parental, probablemente

involucrando fendmenos de mutacidn y seleccidn.

Los primeros indicios sobre 1la xistencia de agenes
responsables de la transformacian celular uw  oncogenes
fueron aportados por el estudio de los retrovirus, virus a
ARN que se replican a traveés de un provirus a ADN integrado
en el cromosoma celular (113)(114). Los retrovirus inducen
tumores en sus hufspedes naturales o experimentalesz. Los
oncogenes de estos virus resultaron homdlogos a secuencias
de ADN presentes en células normales no infectadas. Estos
homilogos celulares normales de los oncogenes, llamados
protooncogenes se encuentran altamente conservados a travsEs
de la evolucicn (115),y son el producto de la recombinacidcn
genstica entre el wvirus y el ADN celular. Se han
identificado aproximadamente unos 20 oncogenes a partir de
retrovirus (114) (115) y cada uno corresponde a un
protooncogen celular. Los retrovirus que no poseen oncogen
inducen transformacidn celular a largo plazo, posiblemente

porque al integrarse en el genoma sitdan a los
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protooncogenes bajo el control de sefiales regulatorias

virales poderosas (116)(117), activandolos.
Otras evidencias sobre 1la vistencia de oncogenes
fueron aportadas utilizando ensayos de transfeccidn,

demostrando que no s&lo el ADN tumoral sino tambien el ADN
normal (reducido a un tamaifio apropiado) es capaz de
transformar c=lulas "normales" NIHZT3 en cultivo
(117)(118)(119). Utilizando c#lulas tumorales, este mEtodo
sglo parecia detectar oncogenes ligados a la familia del
oncogen +tas (derivado del sarcoma murino), si bien ahora
han sido caracterizado una docena de nuevos oncogenes no
detectados previamente en retrovirus (115). El uso de
transfeccisn a células 3TZ ha sido cuestionado poraque esta
linea ez inmortal, propiedad que no posee una c=lula
normal. Es probable que estas c#lulas hayan sufrido
algunas &alteraciones regueridas para su transformacicn.
Asi. por transfeccidn s&lo se detectarian oncogenes
involucrados en la etapa final de la transformacian de
estas c&lulas (114). Ello ha inspirado la busqueda de

nuevos modelos normales para poder detectar oncogenes.

For otra parte, las observaciones sobre las
translocaciones cromosomales y su asociacidn con oncogenes

permitieron formular nuevas hipstesis sobre el mecanismo de
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la transformacidsn celular (120) (121). Es asi que en el
linfoma de Burkitt, caracterizado por 1la translocacidn
(8;14) se juxtapone el c—myc (protooncogen de la
mieloblastosis aviaria) con algunos de los genes de
inmunoblogulinas (122) gue se estan transcribiendo
activamente en este tejido por la accidn de "enhancers"

especificos (123)(124).

La convergencia de todas estas evidencias eleva a 40

el numero de protooncogenes identificados.

Es importante avanzar, entonces, sobre el rol
bioguimico Qque juegan las proteinas de estos genes tanm
diversos y cidmo pueden actuar pleiotrdpicamente sobre 1la
cElula modificando uwuna serie de metabolismos para inducir
los miltiples cambios morfoligicos, antigénicos,etc.
asociados al fenotipo transformado. Fodemos distinguir
diferentes estrategias bioguimicas por las cuales estos
genes actudan: 1) FOSFORILACION DE FROTEINAS. El1 producto
oncogEnico es una guinasa en si. Tal es el caso de 1la
proteina ppé0 del src (virus del sarcoma de Rous) qgue es
una quinasa de tirosina (123), asi como la proteina del
erb-B (eritroblastosis aviaria) que es altamente homdloga
al dominio de tirosina-guinasa del receptor del EGF (factor

de crecimiento epidérmico) (126). Resulta interesante que
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un  oncogen recientemente clonado a partir de cancer de
colon humano es una tirosina—-guinasa fusionada al gen de la
tropomiosina (127) sugiriendo el rol de estas quinasas en
cancer humano. 2) GENES ASOCIADOS AL METABOLISMO DEL AMPc.
Los genes ras son los principales exponentes de este grupo.
El gen humano codifica para una proteina de peso molecular
21 kdal que 1liga GTP y esta en la membrana interna
(119) (128) (129). Estos genes estan altamente conservados vy
han sido detectados en levaduras donde el oncogen estimula
a la ciclasa y provoca un fenotipo de hiperactivacidn de la
gquinasa (130). ) ONCOGENES NUCLEARES. Estarian
relacionados con la regulacidn de la transcripcidn vy
replicacidn. El c—-myc aumenta la transcripcidn de otros
genes (131) y algunos oncogenes nucleares de los virus
tumorales a ADN como el E1A del adenovirus tambié&n actdan
en trans (132). Estas proteinas regularian el crecimiento
celular interactuando con el aparato transcripcional o
induciendo genes gue conducen a la inmortalizacidn celular.

Estos genes no son capaces de transformar células NIHITE.

El estudio de 1los virus tumorales a ADN vy sus
oncogenes permitis sugerir la existencia de una cooperaciadn
entre oncogenes para lograr la transformacisn explicando
asi las miltiples etapas requeridas para la carcinog£nesis

natural, donde cada paso reflejaria 1la activacidn de un



oncogen (133) (134). En estos casos pareciera gque cada
oncogen induce variadas respuestas celulares, sin embargo
se requiere la cooperacidan de otros oncogenes para lograr

la transformacican celular.

Sin duda la idea general es la de relacionar a los
protoncogenes con las proteinas que regulan el crecimiento
celular normalmente. Estos elementos de control estarian
en laos receptores de 1los factores de crecimiento (por
eijemplo el erb-EB que es altamente homdlogo al receptor de
EGF (126), el erb-A gue es altamente homslogo al receptor
de estradiol(l35) o en las proteinas responsables de
transducir las seriales de crecimiento de los receptores de
membrana al interior de la c&lula (por eiemplo el src, ras
Yy quinasas de tirosina). Estos transductores actuarian
sobre blancos nucleares qgque inducen la proliferaciadn
celular y son el tercer elemento de control (myc vy
oncogenes nucleares). Se ha postulado gque alteraciones en
alguno de estos niveles conducirian a una replicacian
celular andrguica. For otra parte, el hallazgo de una alta
homologia entre el oncogen c-sis y el FDGF {(factor derivado
de plaguetas) parece fortalecer la relacidn entre la
transformacisn celular vy un mecanismo autocrino, donde la
c=lula sintetiza el factor de crecimiento y el receptor

para el mismo (138) (137) . Este tipo de mecanismo habia
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sido postulado por DeLarco y Todaro, al notar que algunas
c2lulas transformadas secretaban factores de crecimiento
capaces de inducir fenotipos transformados en las células
NRE (rividn normal de rata) (138)., Estos descubrimientos
implican la corvengencia del Aarea de 1los factores de
crecimiento con la de oncogenes. Resultd interesante
ademds gue la expresidn de los protooncogenes myc vy Ffos
(nucleares) era especificamente incrementada por factores

de crecimiento tales como el PDGF en fibroblastos (139).

Los factores de crecimiento son un grupo de hormonas
polipeptidicas susceptibles de ser clasificadas al menos en
dos grupos: mitogénicos e inductores de transformacidn.
Entre los primeros encontramos al factor de crecimiento
epidermico EGF (140) y en el segundoc grupo a los factores
de crecimiento transformante TGF. Estos tltimos se
caracterizan por inducir transformacisn fenotipica
reversible en c£lulas "normales" en cultivo y suprimir el
fendmeno de la inhibicidn por contacto (141). €in embargo,
en contraste con las cé£lulas gendticamente transformadas,
las c#lulas tratadas con TGF vuelven a su fenotipo normal
cuando se elimina el TGF del medio. La purificacidn de
“&stos condujo al descubrimiento de dos tipos de factores:
alfa-TGF (relacionado con el EGF) y beta-TGF. E1 primero

ha sido purificado de extractos de fluidos de ce£lulas



-8~
tumorales (142) (1473) (144) Yy presenta una homologia
significativa con el EGF, si bien son producto de dos genes
distintos. La produccidn de alfa-TGF ha sido salo
reportada en cé£lulas transformadas (por retrovirus o
derivadas de un tumor) y se sugirid gque la transformacian
por distintos oncogenes (fes,mos,tas,abl) conduciria a la
induccidn selectiva de alfa-TGF (14%5). Si bien hormonas
gque comparten un S0-70% de su estructura primaria con el
EGF interactuan muy débilmente con el receptor de EGF (como
la insulina vy 1los +actores de crecimiento similares a
insulina o IGF), el alfa-TGF se une a dicho receptor con
una afinidad equivalente al EGF en membranas vy celulas
aisladas (146). Ningun otro receptor ha sido identificado
para el alfa-TGF. El receptor de EGF es una glicoproteina
de 170kdal con actividad de tirosina-guinasa. El ligando
actia como una activador de la quinasa del receptor e
induce la autofosforilacidn en tirosina. Despugs de la
unisn al ligando el comple jo hormona-receptor es
interndlizado vy ejerce sus acciones nucleares (147). E1l
alfa-TGF y el EGF son equipotentes para la activacidn de la
tirosina-quinasa del receptor (148) vy ambos inducen la
regulacidn negativa en el numero de receptores (147).
Ademas el receptor de EGF ((EGF) es Ffosforilado en

serina/treonina por otras kinasas tales como la
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proteina—guinasa C o PKC (149) y la subunidad catalitica de
la quinasa AMFc—-dependiente (130). El sistema de 1la PEC
puede ser fisioldgicamente relevante dado que los esteres
de forbol, conocidos promotores tumorales, activam a la PEC

e incrementan in wvivo" 1la fosforilacisEn del reGgF,
disminuyendo su afinidad por los ligandos (EGF vy

alfa-TGF) (151).

For todo esto es esperable que el EGF vy el alfa-TGF
induzcan similares acciones bioldgicas. Sin embargo, si
bien ambos son mitogénicos para los cultivos en monocapa
(144) solo el TGF-alfa es capaz de inducir un crecimiento

independiente del anclaje en c£lulas NRK (crecimiento en

agar blando). La diferente regulacicdn de la expresicdn y
secrecidn de estos factores podria determinar sus
diferentes roles fisiocliagicos. La correlacidsn de 1la

producciZn de alfa-T6GF con 1la activacidn de oncogenes
sugiere que es especifico para situaciones normales qgue
reauieran estimulacidn autocrina del crecimiento (por
ejemplo, regeneracicdn del tejido o embriogZnesis). En
contraste, el EGF secretado por sistemas glandul ares
organizados tiene un rol endocrino de regulacidn del
crecimiento. Resulta relevante, sin embargo que 1los ARNm
inducidos por el EGF en fibroblastos de ratdn son similares

a los inducidos por 1la activacidn de oncogenes (152)
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planteando una convergencia en los efectos nucleares

tardios provocados por los factores de crecimiento y por

los oncogenes.

For otra parte, el beta-TGF esta& presente en tejidos
normales vy transformados (153) y se ha sugerido su rol en
la cicatrizacidn normal de los tejidos (154). Fara inducir
transformacisn debe actuar singrgicamente con el alfa-TGF o
el EGF, si bien su poder transformante en estas condiciones
es muy superior al del al+ta-TGF (1573). Resulta
particularmente significativo gue el beta-TGF actua como un
potente inhibidor del crecimiento para ciertas celulas
normales vy transformadas en monocapa (153) (154), en
contraste con su actividad transformante en cZlulas en
suspensidn en agar. La base bioquimica para este
comportamiento dual es desconocida pero puede tener
importantes derivaciones fisioldgicas sobre 1la regulacidn

del crecimiento y la polaridad celular.

En una linea diferente, ciertos promotores del
crecimiento tumoral como &Esteres de forbol inducen
alteraciones bioguimicas similares a las observadas en la

transformacisn oncogénica (156) (157) (158).
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Los &steres de forbol son promotores tumorales
derivados fundamentalmente de aceite de ricino, incapaces
de provocar un tumor, si bien amplifican los efectos de
carcindgenos (139) (160). En c2lulas en cultivo inducen una
serie de respuestas tempranas (movimientos de flujos
1dnicos, fosforilacidn de sustratos por la proteina—-guinasa
C) a nivel de la membrana y otras tardias a nivel nuclear
(tales como la sintesis del ADN en c£lulas guiescentes y la
estimulacidn de la divisidan celular) (161). Estos eventos
estarian mediados por 1la PEC, serina—quinasa Ca2+ Y
fosfol ipido dependiente, activable por diacilglicerol vy
ésteres de forbol (162), considerédndose. que este sistema,
asociado al "turn-over" de inositoles en la membrana, juega

un rol central en la regulacidan del crecimiento y en la

transduccidn de la respuesta mitogénica desde la membrana

al interior de la célula (163). En tal sentido, es
remarcable destacar que la proteina del strc
(tirosina—-guinasa) es capaz de fosfarilar al
fosfatidilinositol vy al diacilglicerol "in vitro”,
aumentando el "turn—over" de inositoles y sugiriendo una

interconexidn entre la PEC y las tirosina—quinasas (164).
Si bien el TFA (ister de forbol activo) no ejerce efectos
sobre los niveles intracelulares de la proteina src (1639),

la FEC fosforila al receptor de EGF (tirosina—quinasa,
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hom%logo al erb-B) modulando su afinidad por el 1ligando;
planteando otra interconexidn entre sistemas de quinasas.
A su vez, el turn-over de inositoles esta aumentado en
cElulas tranformadas por el virus del sarcoma de Rous

(src—tranformed) o por el oncogen ras (1646) (167).

Los efectos gendmicos de los «&steres de forbol se
relacionan con la Fegulacidn de la expresidn y replicacidn
gen<tica. Estos efectos nucleares parecen estar asociados
& las modificaciones fenotipicas inducidas por los &steres
de forbol en cZlulas normales asi como a las alteraciones
en los programas de diferenciacidgn de algunas 1lineas
celulares (168) (163). Es asi gque 1los &steres de forbol
estimulan la expresicdn del c—-myc en c2lulas ZTZ (mediada
por FEC) y el c—+os en monocitos U937 y HL-60 (169)(170).
Recientemente ha sido demostrado que las alteraciones en
los programas de expresicdn de ARNm para distintos genes,
inducidos por 1los #steres de forbol son similares a las
inducidas por el FDGF (homilogo al c—-sis) y por oncogenes

transformantes (171)

1.5 Objetivos
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Existian algunas evidencias previas que relacionaban
la presencia de alteraciones en la topologia del ADN con 1la
transformacidn celular. Es asi gue se demostraron cambios
en el nimero de unidn total de los loops o dominios
topolidgicos de la cromatina durante la diferenciacidn y la
transformacidn celular (172) (173). Estos cambios serian
responsables del disparo coordinado en 1la expresisn de
numerosos genes durante la tumorigenesis (173). Ademas, se
caracterizd una fosfoproteina marcadora (fosforilada en
serina) en el hepatoma de Novikoff que resultd ser una
topoisomerasa I (174)(173). La actividad de relajacidn de
la enzima era estimulada por la Ffosforilacian "in vitrg"
con una serina—-guinasa purificada de las mismas ceElulas

(173).

Estas evidencias nos llevaron a estudiar los posibles
efectos de la transformacicn celular sobre topoisomerasas

en diferentes modelos.

Nuestros objetivos fueron los siguientes:

1) Caracterizacidn de la actividad de topoisomerasas I y II
en extractos celulares solubles y nucleares. Determinacicsn

de las condiciones dptimas de medicidn de ambas enzimas.
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2) Realizacidén de un estudio comparativo de las actividades
de estas enzimas en diferentes model os celulares.
Utilizamos las celulas IT3 y sus variantes transformadas
con agentes quimicos (benzopitreno) y con virus oncogénicos
(Klirsten y Moloney), asi como las cé£lulas NREK y su derivada

transformada con virus SV40.

3) Utilizacidn de modelos de transformacidn fenotipica.
Efecto de los <steres de forbol sobre c&lulas NRK  en
relacidén con la actividad de topolsomerasas. Furificacidn
de un TGF de melanoma humano vy realizacidan de estudios

comparativos de su accidn a nivel de topoisomerasas.

4) Influencia de citostdticos inhibidores del crecimiento
celular. Realizacidn de cinsticas de accidn de
citostaticos intercalantes sobre topoisomerasas I y II.
Caracterizacidn de sus efectos "in vitro" e "in vivo" sobre
las enzimas mencionadas. Utilizaci®n de antihormonas en
transformacidn hormono-dependiente. Caracterizacidn de la
accisn de forboles como inductores de diferenciacidén para

c2lulas tumorales en relacidn con topoisomerasas.



I11. MATERIALES Y METODOS

II.1.Cultivos celulares

Los estudios sobre transformacidn fueron realizados
con las siguientes 1lineas celulares: a) C&lulas IT3Z  Balb/C
A-31 y sus variantes transformadas con b) Benzopireno
(BF-AZ1), c) virus de Moloney (M-MSV-AZL1), d) virus de
irsten (E-AZ1), e) cé&lulas normales de rinion de rata (NREK)
y su variante transformada con f) virus SV 40 (SVUNRK). Las
lineas celulares normales fueron ensayadas en agar blando
(mds adelante). En el caso de o©bservar produccisn de
colonias a partir de c£lulas normales, &stas fueron
descartadas para estudios esnzimdticos. Ocasionalmente se
observd la aparician de focos de transformacion espontanea
en las cé&lulas no tumorig<nicas. Una vez clonados, las
1l ineas espontaneamente transformadas (spt-AZ1) fueron

utilizadas para ensayos bioquimicos.

For otra parte, utilizamos 1lineas celulares derivadas
de cancer mamario humano h) MCF-7 y i) T47D. La linea
MCF-7 posee un numero elevado de receptores para estradiol
(estimado en 100fmoles/mg citosalico) mientras que 1la

concentracisdn del receptor en la linea T47D es de



10fmol /mg.

Las czlulas A-31 fueron cultivadas en RFMI 1640 con
penicilina y estreptomicina 100UI/ml y 10 % de suero fetal
bovino en atmdsfera aire-C0O2 5% a 37 C. Las c<lulas MCF-7
fueron crecidas en las mismas condiciones y el medio fue
suplementado con: L-glutamina 2mM e insulina 0,1 uM. Las
c2lulas T47D fueron ademds suplementadas con 10mM de
piruvato de sodio. Las c£lulas NRK se cultivaron en DMEM
con 10% de suero fetal bovino y antibisticos como se

indicara.

Las cZlulas se lavaron I veces con buffer fosfato
salino (FES) vy fueron cosechadas por tratamiento con
tripsina EDTA. FPara estudios biogquimicos se cosecharon en
FES-EDTA con un "policeman" y fueron contadas en una camara
de Neubauer. Una vezr despegadas, las c&lulas se lavaron
con FBS y con TEM(0O,13) o TEMS (ver buffers). Luego de una

centrifugacidn a 800g se obtuvo un precipitado celular gue

fue procesado directamente o congelado a -20°C. Los
cultivaos empleados fueron subconfluentes (80%) o
guiescentes segun el tipo de experimento. Las cé&lulas

quiescentes fueron obtenidas por deprivacidgn de suero
(medio con 0,54 de suero) durante 2-4 dias, hasta ausencia

de figuras mitdticas.
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Las celulas MCF-7 vy T47D fueron deprivadas de
esteroides utilizando medio con suero pretratado comn carbdn

dextran, durante 2 dias.

ITI.2.Fraccionamientos subcelul ares

Todos los procedimientos fueron realizados

rigurosamente entre 0-4 °C.

FROCEDIMIENTO 1I. Las c¢<lulas se homogeneizaron en TEM
(hipotdnico, ver seccidn buffers) con un homogeneizador
vidrio-vidrio. Tras cuarenta disrupciones, el preparado se
centrifugs a 800g (2500 rpm en Sorvall 55-34), obteni&ndose
un sobrenadante vy un precipitado nuclear crudo. El1 grado
de rotura celular obtenido, monitoreado por microscopia de
contraste de fase, fue esencialmente completo y los nucleos
mostraron imdgenes irregulares debido & restos adheridos
del reticulo endoplasmdtico. El sobrenadante de 800g se
ultracentrifugs a 105000g por una hora (Z0000rpm en Ti-50)

para separar las organelas de la fraccidan citosdlica.

For otra parte, la fraccissn nuclear cruda fue sometida
a un lavado con tritdn X-100 con TKMT(0,15) a 0°C por S-7
minutos. La microscopia de contraste de fase reveld que la

mayoria de los nidcleos adquirieron una apariencia esférica.
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Se realizaron una serie de lavados con TEM(0O,15; para
eliminar el detergente. Los nucleos si bien fragiles
permanecen enteros despué&s de estos lavados. A
continuacidn se suspendieron en TEM(0O,4), por dos horas, en
el cual se lisaron y la cromatina se disperss e hidratd
otorgando un aspecto viscoso caracteristico a la
suspensisn. Con esta fuerza idnica son disociadas de la
cromatina las proteinas laxamente unidas a ella. La
suspensidn se homogeneizd y centrifugd a 12000 rpm por 60
minutos en un rotor S534. Al sobrenadante se le avadis FPEG
6000 hasta una concenrcian final de S%4 y se recentrifugd a

10000g por &0 minutos.” El polietilénglicol PEG forma un

complejo insoluble con los &cidos nucleicos vy los
precipita, separandolos de la solucidn, evitando asi una
competencia endigena de sustrato. Al sobrenadante

resultante se lo denomind Extracto L (proteinas laxamente

unidas a cromatina).

El precipitado de TEM(O,4) fue sometido a un

tratamiento con TEM(1) por varias horas disociandose gran

nuimero de proteinas (inclusive algunas histonas). La
mezcla fué centrifugada a 15000g por 60 minutos, resultando
un precipitado final (ADN con proteinas fuertemente

asociadas) que se conserva a —-70°C y un sobrenadante de

TEM(1)., que fue tratado en forma andloga a la descripta



para el extracto L. (Extracto F).

El fraccionamiento subcelul ar se resume en

siguiente esquema:

cELULAS

Homog . TKM
800Og

NUCLEOS SOBRENADANTE

(Comntraste de fasa)d

T—X—10Q0 O.5% 105000g

Laanwwvados

CROMATINA MICROSOMAS SOLUBL E

Y ORGANELAS

FPEG &7

[EXTRAacCTTO]

PRECIFITADO

1M NaCcl
Z2OOOOqg

FPEG &7

FPPpt. [EXTRACTO =¥

el
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FROCEDIMIENTO II. En este caso las c£lul as fueron
homogeneizadas en TEMTS con la ayuda de un pipetman
Socorex. Se real.zaron curvas de tritdénm con el objeto de
determinar el tiempo necesario para observar imagenes
nucleares requlares al microscopio de contraste de fase,
que oscild en los 10 minutos. Estos nudcleos fueron
sometidos & menores cambios osmdticos que los del anterior
procedimiento y 1la actividad soluble citosdlica resulta
mucho menor, sugiriendo que la actividad soluble puede
deberse al vaciamiento o "leaking" del nucleoplasma por la
hipotonicidad del buffer TEM. Los nucleos fueron
extensivamente lavados con TEMS para eliminar el detergente
(-4 veces) y por iultimo con TEM(0,15). Fosteriormente el
pellet nuclear fue resuspendido en TEM y se afadi&d igual
volumen de TEM(1) para llegar a una fuerza idnica final de
0,5M en NaCl en la que permanecid durante dos horas. El
tratamiento posterior fue andlogo al descripto en el
procedimiento I (centrifugacidn, precipitacidgn con FEG,
extraccidn con TEM(1),etec.). El extracto de TEM(0,5) se

denominé& Extracto Nuclear.



Los nuicleos obtenidos en el procedimiento II fueron
sometidos a un nuevo tratamiento con Tritdn X-100 1% por
20-30 minutos Yy resuspendidos en TEM para ser
ultracentrifugados a traves de un doble colchsn de sacarosa
(1M v 1,.8M Sacarosa). El pellet obtenido.previo lavado con
TEM, se resuspendid en TEM y se ajustd la concentracidn de
NaCl & 0,2:;0,4;0,63;0,8 v 1M final. Todas las fraccidnes
una vezx homogeneizadas vy wtraidas por dos horas se
precipitaron con FEG y fueron tratadas como se describiera
en el procedimiento I. Los sobrenadantes fueron utilizados
en los ensaybs diluidos apropiadamente. En este caso hubo

#traccidan total para cada fuerza idnica.

La extraccidén secuencial fue andloga xcepto que 1la
cromatina se resuspendid en socluciones de distinta fuer:za
isnica en forma secuencial. Cada fuerza idnica se mantuvo
por media hora solamente,. si bien 1la secuencia de

soluciones fue la misma.

Las c£lulas lavadas se resuspendieron en TEM en razdn
de 1ul por cada 1000 cZlulas. Las células se lisaron por

pipeteo de la suspensidn (40 veces) con una pipeta socorex
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de SOuL y la rotura celular se monitores con el microscopio
de contraste de fase. Esta técnica provee una lisis
celular moder ada solubilizando a la topoisomerasa

citosdlica. Este lisado se ajustd a 0,5 M NaCl por adicidn

de igual volumen de TEMI1) vy +Ffue homogeneizado. La
solucidn se tornd viscosa por la hidratacidn de la
cromatina, manteniZndosela durante 2 horas a ©°C para
permitir la extraccidn de la topoisomerasa nuclear.

Fosteriormente se afadid FEG &000 hasta 6% final y, tras
centrifugar 1 hora a 10000g para eliminar el ADN enddgeno,
se obtuvo un sobrenadante al cual se le agregd glicerol
hasta 107% conservandose a —-20°C. Estos extractos totales
fueron utilizados para determinar la actividad de

topoisomerasas.

CELULAS

1) TKM

2)TEM 1M

v
HOMOGENATO

PEG 6%

; Gty 10000g 60

ppt EXTRACTO
TOTAL




i) Topoisomerasa I de Balb/C 3T3 A-31 transformada con

benzopireno.

A partir del extracto L del procedimiento I la enzima
fue parcialmente purificada por columna de hidroxilapatita
por una modificacidn del mé&todo de Fulleyblank (39). E1
extracto fue adsorbido con la resina y luego de sucesivos
lavados 1la columna fue eluida con el siguiente regimen: a)
0,2M fosfato de potasio pH:7,2 (FK7); b)) 0O,2M PFPK7 0,3M

NaCl; <) O,2M FK7 ©,6M NaCl; d) 0,4M FK7 e) 0,&M FE7.

Los eluidos fueron extensamente dializados contra
buffer de relajacidn para luego ensayar la actividad
enzimatica de topoisomerasa I con una alicuota de los

mismos.

ii) Topoisomerasa 1 de MCF-7.

Fartiendo de extractos totales utilizamos columnas de
HFLC para la purificaciidn rapida de la enzima. Las
cromatografias fueron realizadas en una caja fria
utilizando un sistema liquido de alta presidn Altex J44 y

bombas de alta presidn modelo 114 con valvula de inyeccidn.
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Extractos celulares de MCF-7 dializados contra F10
fueron inyectados en una columna SynChropak AX-1000 de
intercambio anidnico HFIEC (250x4.1mm) equilibrada en
buffer A (F10 con 0,5%4 de l-propanol). El buffer B fue
igual que A salvo que la concentracian de fosfato es SOOmM.
El programa de elucidn fue el siguiente: La muestra se
inyectd a t=0,3min with 100% buffer A. La columna se lavd
por 2,5min con buffer A y luego se 1inicid el gradiente
salino hasta 5S04 de EB en 25 minutos. A t=Z8min el
gradiente se cambid a 100%4 de B. A t=45min se retornd a
1002 de A para reutilizar la columna. El flujo es de
iml/min. El1 tiempo total oscild en los S5O minutos. Las
fracciones (1ml) colectadas fueron dializadas y ensayadas o
directamente sembradas en otra columna. En el caso de la
columna CM-Z00 de 1ntercambio catidnico las condiciones
fueron las mismas, salvo qgue la fase mdvil consistid en
buffer A y F10 con 0,5M NaCl (buffer B"). Alternativamente
las fracciones activas de AX-1000 Ffueron inyectadas en
Synchropak Fropyl S00 (interacciones hidrofZbicas),
equilibrada en buffer B y fue eluida con un gradiente
reverso hasta A en 30 minutos, siendo mantenida esa
concentracidn salina por Z0 min., adicionales. Las
fracciones colectadas fueron ensayadas para actividad de

topoisomerasas. For udltimo se utilizéd cromatografia de
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exclusidn con una columna TSE Z000SW equilibrada en F10.
Extractos totales (] provenientes de HFIEC fueron
fraccionados en esta columna con un flujo de 0,7ml/min. EI1
Vo de la columna fue 8,4ml y los tiempos de retencidn para
los distintos standards fueron: Tiroglobulina
12,5sferritina 15,5:catalasa 16,33;B5A 193citocromo c 24min.
Al icuotas de la fracciones colectadas fueron ensayadas para

topoisomerasas I.

Al icuotas de los eluidos de las columnas, asi como los
productos del ensayo de la transferencia covalente fueron
analizados por electroforesis en geles de poliacrilamida

FAGE acorde a Laemmli (17&).

Las muestras fueron disueltas en Tris-ClH pH:6,8
0, 0625M; Z-—mercaptoetanol 5% p/v; SDS 2% p/v y glicerol 10%
(condiciones desnatwralizantes). El gel separador fue 10%
p/v en acrilamidas 0,274 en bisacrilamidas; ©0,375M en
Tris-ClH pH:8,8; ©0,1%Z SDS. El gel concentrador estaba
compuesto por S%4 T: S.2%4 C: 0,125M en Tris-ClH pH:6,8; 0,1%
SDS. El buffer de electroforesis utilizado fue: 0,025M en
Tris; 0,192M en glicina pH:8,3: 0,1% SDS. Las dimensiones

del gel son 180x140x0,7mm vy fue corrido a una potencia
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constante de 6 vatios, hasta que el azul de bromofenol
alcanzd el final del gel. El gel se tifio por la t&cnica de
Morrissey (177). El gel fue prefijado en S04 metanol, 10%
acetico; por 30 minutos, seguido de S%Z metanol y 7%
acetico. El gel +ue fijado con 10%Z de glutaraldahido
durante 30 minutos y sumergido en un gran volumen de agua
por toda 1la noche. Al dia siguiente se lava con agua
fresca vy posteriormente se tratd con Sug/ml de
ditiotreitoly a continuacicn se expuso a 0,14 p/v de
nitrato de plata. Todos los tratamientos fueron por 30
minutos. Se lavé una vez con agua vy dos veces con
revelador: SOulL de formaldehido en 100mlde carbonato de
sodio 3%, agregandose un nuevo volumen hasta llegar a un
nivel adecuado de tincidn. Esta se detuvo con S ml de
d&cido citrico 2,3M. La solucidn se descartd y el gel fue

lavado repetidas veces con agua.

Un plasmido es un elemento gen&tico accesorio
extracromosomal, presente en ciertas bacterias, conocidos
como portadores de resistencia vy como vectores en

ingenieria genztica.
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Uno de 1los sustratos utilizados para ensayar la
actividad enzimatica de topoisomerasas fue el plasmido
pBRZ22. Este ADN circular covalentemente cerrado se aisla
superenrollado (ver introduccidn) de cepas de Escherichia
coli +transformadas con el plasmido. Entre otros genes
codifica para la ampicilinasa, enzima que degrada a la
ampicilina, confiriendo resistencia a dicho antibidtico a

las bacterias portadoras del plasmido vy permitiendo su

seleccian.

II.7.1. Transformacidn de la cepa HE101 de E. coli con el

plasmido pEBRZ22

La cepa HE1IO1 fue obtenida por gentileza del Dr R.
Andino. Un mililitro de cultivo crecido toda la noche fue
inoculado en 100ml de medio LE y mantenido con agitacidn a
37°C por Z-4 horas hasta una densidad <ptica de 0,5 (5H106
cElulas/ml).  El cultivo se incub® en hielo por 10 minutos.
Una ver centrifugado a 4000g por 10 min, el sobrenadante se
descartd, y el cultivo fue resuspendido en la mitad del
volumen en una solucidn de Tris 10mM pH:8, CaC12 SOmM. La
suspensidn se mantuvo a 0°C por 15 minutos y fue nuevamente
centrifugada. El pellet celular fue resuspendido en 1/15

del volumen inicial en la solucidn anterior con 15% de

glicerol. Se fraccionaron alicuotas de 200ul y se congeld
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a =70°C.

Una vez descongeladas las bacterias fueron incubadas
en presencia de alrededor de 40ng de pBER3IZZ22 en buffer de
ligacion. Se realizé un pulso de temperatura a 42°C por 2
minutos. Se afiadid iml de LB incubandose por 0,5-1 hora a
F7°C sin agitacidn. Este periodo permite a la bacteria
recuperarse y expresar la resistencia a ampicilina del
plasmido. Se plagued en medio LB con ampicilina 100UI/ml

en agar 0,7%, y se incubd toda la noche a I7°C.

Una colonia bacteriana (ampicilina resistente), fue
sembrada en un volumen adecuado de medio de cultivo vy se
incubd a Z7°C con agitacidan (200rpm). Cuando el medio
alcanzd una densidad dptica DO de 0.6 a 650nm (equivalente

6

a Ixlo Y cElulas/ml), se anadid cloramfenicol hasta Z200ug/ml
continuandose la incubacidén de 12 a 18 horas. Con este
tratamiento el plasmido es amplificado porque se detiene la
sintesis del ADN bacteriano (la DO permanece inalterada) vy
aumenta el ndmero de copias del plasmido por c£lula.
Fosteriormente las bacterias se cosecharon por
centrifugacidn por 10 minutos a 3000g. El precipitado
bacteriano fue resuspendido en TE-80 Y concentrado

nuevamente por centrifugacidn en las condiciones

descriptas. El plasmido se extrajo por diferentes



metodologias.

I11.7.2 Ultracentrifugacidn en gradiente de CsCl.

Los volumenes mencionados estan relacionados con cada
litro de cultivo bacteriano utilizado. El pellet
bacteriano fue homogeneizado en ?ml de sacarosa 25%, Tris
pH:8 S0mM. Se aviadieron 1,8ml de lisozima (10mg/ml) en
250mM Tris pH:?, incubandose durante 10 minutos con
agitacisn intermitente. La reaccidn fue terminada por el
agregado de I,6ml de EDTA (250mM pH:8) durante 10 minutos a
0°C con agitacidn. Luego se agregaron lentamente 14,4ml de
una solucidn 2% de Tritdn X-100, SOmM Tris pH:8, 10mM EDTA
manteniendo el preparado en esta condicidn durante 15
minutos a O0°C, con agitacisn. GSe centrifugd en un rotor
Ti-=-50 a 25000 rpm por IO minutos. El precipitado asi
obtenido esta compuesto por gran parte del ADN cromosomal,

membranas y pared bacteriana, y fue descartado.

For otra parte, al sobrenadante se le agregd SDS hasta
0,95% final para disociar las proteinas de 1los dcidos
nucleicos en solucidn, extraysEndose a continuacidn con un
volumen de fenol durante toda la noche a temperatura
ambiente. Una vez centrifugado a 7000g por 10 minutos para
separar lags fases, se removid la fase fendlica con

precaucidn de no perturbar la interfase. Se agregd igual



volumen de cloroformo, agitando Ura hora, Yy G
recentrifugd; recolectandose dnicamente la fase acuosa. BSe
agregd medio volumen de TE-80 para reextraer la interfase vy
se combinaron ambas fases acuosas. A #stas se les  afadid
0,1 wvolumen de acetato de sodio ZM pH:3 vy un volumen de
isopropanol. Los acidos nucleicos fueron recolectados por
centrifugacidan a 10000g duwante 20 minutos a 4°C. El
sobrenadante se descartd y el precipitado se resuspendid en
Zml de TE-80. Esta solubilizacidn debe hacerse suavemente
para evitar la rotura del pBRZIZZ que lo inhabilita como
sustrato de la enzima. La solucidn se llevd a 0,5mg/ml  de
bromuro de etidio y se agregd CsCl hasta que el indice de
refraccidn de la solucidn fue de 11,3954 descartando el
precipitado rojo que aparecid. S ultracentrifugd en un
rotor SW 54 a IS5000rpm por 48 horas a 19°C. Las ‘especies
ern solucidn bandearon de acuerdo a su densidad segin se

muestra en el esguema:

proteinas
I ADN cromosomal y cortado
= ADN superenrollado (plasmido)

ARN
<
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Se recuperdd la zona enriquecida en el plasmido (ADN
superenrrollado) Y se extrajo con 1igual volumen de
i sopropanol (saturado con CsCl) hasta remover completamente
el EtdBr (15-20 veces). For dltimo, se dializd la solucidn
contra TE-80 con ©0,2M NaCl y se precipitd el plasmido con 3

voliimenes de etanol a —-20°C.

I1.7.3. Desnaturalizacidan alcalina.

Los voliimenes estan dados por 100ml de cultivo. El
pellet bacteriano fue resuspendido en 4ml de solucidn de
lisis (lisozima 2mg/ml; Tris pH:8; EDTA 10mM; glucosa
SomM), se anadieron S0Oul de ARNasa A (20mg/ml, ADNasa
inactivada) y se incubd a ©O°C durante 30 minutos.
Fosteriormente se agregaron 8ml de NaOH ©0O,2N, SDS 1%;
agitandose por inmersisn durante S minutos a S°C. Se
neutralizé con 6ml de acetato de potasio M pH:4,8;
mantenié&éndose a 0°C por 60 minutos. El precipitado blanco
resultante, complejo de S8DS-membrana-ADN cromosomal, una
vez centrifugado a 10000g por 30 minutos, fue descartado.
Se separd el sobrenadante con precaucidn de no arrastrar
precipitado gelatinoso ni particulas flotantes. E1
sobrenadante se extrajo con fenol-cloroformo 1:1, luego con
cloroformo y se llevd la fuerza idnica de la solucidn a 0,1

-

M NaCl, precipitandose con 3 voliumenes de etanol a -20°C.
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11.7.4. Repurificacidn del plasmido por extraccian

fenidlica en medio Acido en presencia de magnesio.

El plasmido obtenido por los m&todos anteriores puede
estar impurificado con ADN circular no covalente cerrado o
"micked" (no ccc) y en algunos casos con ADN cromosomal.
Ha sido demostrado que a pH &cido en presencia de magnesio
el fenol extrae selectivamente al ADN no ccc de solucidn
(178). Utilizando esta propiedad fue desarrollado un
mZtodo para purificar ADNccc superenrollado en presencia de

pequetnias cantidades de ADN no ccc.

El ADN resuspendido en TE-80 fue ajustado a una
concentracidn de 1,5mM en MgClZ, se le anadid 0,1 volumen
de acetato de sodio IM a pH:4,0 y ser lo extrajo con 0,9
voliimenes de fenol (equilibrado en TE-80), centrifugdndose
a 10000g por 10 minutos. La concentracidn de MQZES critica
para evitar la formacidn de zonas simple cadena en el ADN
superenrollado. Una vez centrifugado el ADN no ccc
(cromosomal y cortado) forma un precipitado mds denso que
la fase organica. La fase acuosa fue separada vy
neutralizada con Tris 2M pH:8, extraysndose el fenol
residual con cloroformo. El ADN ccc fue precipitado con

2,5 volimenes de etanol frio y se mantuvo a —-20°C. En la
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posible incorporarlo al ADN con elevada actividad

especifica (179).

Los reactivos fueron anadidos en el siguiente orden:
Sul de dCTP—32P (10mCi/ml); 4ul de pBRZ2Z2 (0,25mg/ml); 10ul
de solucidn buffer de nuclestidos (100uM dATF, 100uM

dGTF, 100uM dTTF, 10mM tris pH:7,8, 5SmM M™MgCl y 1mM

2
2-mercaptoetanol): 5 unidades de ADN polimerasa I, 100pg de
ADNasa I, 10mM Tris pH:7,8. SmM Mng « 20% glicerol, 1mg/ml
de BSA y se llevd esta mezcla a 50 ul con agua estéril. La
reaccidn se incubd por 1 hora a 15°C y se detuvo por el
agregado de 150ul de EDTA Y 200ul de IAC
(cloroformo:alcohol isoamilico 24:1). Se centrifugd a
10000g por S minutos y la fase acuosa fue cromatografiada
en una columna de Sephadex G6-25 medium saturada con ATF,
equilibrada y eluida con TE—BO.. Fara determinar 1la
cantidad de ADN presente, se tomaron alicuotas de las
fracciones de la columna vy se agregs ADN de salmdn para
coprecipitarlo por agregado de TCA 10% frio. Se mantuvo 15
minutos en hielo y se filtrd sobre filtros Millipore, que
fueron secados Yy sumergidos en Bray para valorar la

radioactividad (ver gréfico de elucidn de 1la columna,

figura 3.



dCTP

cpmu10'6

50

10

5 67 8 Fracciones

Figura 5. Perfil de elucidn del plasmido pBR3I2Z2 radiomarcado
por "nick-translation"” de la columna de Sephadex G-25.
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Alternativamente, se realizaron % precipitaciones en
- -

2,5M acetato de amonio y 2 voliumenes de etanol de 1la fase

acuosa luego de la extraccidn.

La actividad especifica obtenida fue aproximadamente

de 107 cpm/ug.

El ADN kinetoplasto KADN es un ADN mitocondrial de
Tripanaosoma cruzi o Crithidia Fasciculata (en general del
gEnero Tripanosomatidae), formado por ADNs circulares
(minicirculos y maxicirculos) altamente catenados entre si,
siendo por esto un sustrato adecuado para topoisomerasas

tipo II (actividad descatenante).

Los cultivos de Crithidia o Tripamosoma cruzi fueron
realizados en un medio bifdsico, vy los parasitos en el
estadio epimastigote fueron cosechados por centrifugacidn a
S000g por 10 minutos, y lavados dos veces con solucidn

fisioldgica para eliminar el medio de cultivo.

El precipitado fue resuspendido en TNE (10ml/g de peso
aproximadamente), vy se agregs SDS hasta 1%4 final y pronasa
hasta 1mg/ml para disolver membranmas y digerir proteinas.

Se incubd a 37°C por una hora. La mezcla fue
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desproteinizada con un volumen de fenol:cloroformo 1:1 y la
extraccidn fue repetida hasta obtener una interfase virtual
(S5-7 extracciones). La fase acuosa fue centrifugada a
16000g por Z0 minutos a 4°C. En estas condiciones el kADN
precipita en forma gelatinosa, dado su alto peso molecular
mientras que la mayor parte del ADN cromosomal permanece en
solucidn. El precipitado fue resuspendido en TE-80 al cual
se le agregd SDS 14 y pronasa 0,3mg/ml. Se incubs a 3Z7°C
por una hora, y se reextrajo con fenol:cloroformo. Se
extrajo la solucidn con cloroformo para eliminar el fenol
remanente, se afiadid acetato de sodio hasta ©0,ZM vy se
precipitd el EADN puro con 2,5 volimenes de etanol en

-20°C.

Aproximadamente se recuperan de 0,3-0,8ug de kKADN por

ml de cultivo.

II.11.Analisis electroforstico de Aacidos nucleicaos

Los dcidos nucleicos fueron analizados por
electroforesis en geles de agarosa 1% p/v. El plasmido en
su forma superenrollada posee mayor densidad vy es mas
compacto por lo cual migra mas rdpido en un gel que 1los
isdmeros relajados (sin superh&£lices) gue interaccionan mas

fuertemente con el poro de 1la agarosa. El buffer de
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electroforesis estaba compuesto por:Tris—Acetato 40mM pH: 83
Acetato de sodioc SmM; EDTA 1mM. El gel {fue sumergido en =1
buffer de electroforesis y la corrida se realizd en forma

horizontal segun las diferentes necesidades:

arFara visualizar productos de relajacidn del pBRIZEZ
superenrcocllado v sus topoisameros relajados. La corrida se
realizd a 40 volts por 14 horas. Alternativamente para
distinguir claramente ADN cortado (nicked) de relajado
{(topoisdmeros), luego de una electroforesis de 182 horas, el
gel fue sumergido en EtdBr O,iug/ml, continudndose la
electroforesis por dos horas adicionales. El EtdBr- induce
una liﬁera superhelicidad positiva sobre los productos de
reaccidn de la topoisomerasa (ADMs covalentemente cerrado
relajado) gue permite separarlos del ADN cortado (gue puede

rotar libremente) como se muestra en la figwra 6&.

Fiaura &. Inducisn de superhelicidad por tratamiento del gel
con EtdBir.

Carril 13 Froductos de relaiacidan. Carril 2: ADN pBRIZZ
zsuperenroll ado. MN: ADN cortado. K: ADN  reladiado. & DN
superenrol lado.
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b) Fara visualizar los productos de 1la descatenacidn
(minicirculos) del kKADN. La corrida se realizd en geles de
agarosa 14 durante 1 hora a 200 volts en el mismo buffer

sin EtdEr.

En estas condiciones se realizaron electroforesis
rutinarias para observar el grado de purificacidn del
plasmido, del KADN o de sus productos de digestidn con

enzimas de restriccidn.

Las electroforesis se efectuaron a temperatura
ambiente y las variaciones de temperatura observadas en los
tiempos indicados no fueron significativas. Una ve:z
finalizada la electroforesis, los geles fueron tenidos
incubandolos en una solucisn de EtdBr G,Sug/ml en buffer de
electroforesis durante 13 minutos. El1 EtdBr se intercala
entre las bases del ADN formando un complejo fluorescente a
la luz ultravioleta. El gel se lava con el buffer citado
por una hora y se expone a la luz ultravioleta en un
transiluminador. Se tomaron fotoagrafias con un film de
400asa y un Ffiltro rojo Wratten 2FA de Fkodak. Los
negativos fueron barridos en un densitdmetro Ferkin-Elmer y

las areas fueron estimadas por triangulacidn.
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IT.12.1. TOFOISOMERASAS TIFO I.Ensavo de relajacidn del

plasmido superenrollado.

Las fracciones activas son incubadas con el plasmido
pPBR3I22 superenrollado el cual se relaja por accidn de la
enzima (pierde superhelices). La reaccidn se realizéa con
lua de pBR3IZZ en buffer relajacidn vy alicuotas de los
extractos enzimdticos en un volumen final de i9ul. Las
mezclas fueron incubadas a I7°C por 30 minutos. La
reaccidn fue toerminada por el agregado de 3ul de una
solucidn stop S veces mas concentrada (Sx). En los casos
en que la proteina estaba muy diluide 1la reaccidn se
realizd en 40ul v fue terminada por extraccidn con un
volumen de fenol:cloroformo 1:1 en 100ul de mezcla. Tras
centrifugar a 10000g por S minutos., la fase acuosa fue
separada y el plasmido fue coprecipitado con 1oug de ARNt
de levadura {(como carrier) v I voliimenes de etanol por una
hora a -70°C. El precipitado fue centrifuaado a 10000g por
15 minutos v se resuspendid en Sul de solucisn stop. Las

muestras fueron sembradas en un gel de agarosa vy se realizd

la electroforesis por 14 horas como se indicara en II.11.a.
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La actividad de topoisomerasa I fue cuantificada por
diluciones seriadas de la enzima vy densitometria de los
geles. Una unidad de topoisomerasa I se define como la
cantidad de enzima requerida para relajar el S0%4 del

sustrato en las condiciones de incubacidn.

I1.12.2. TOFOISOMERASAS TIFO 1I. Ensayo de transferencia

covalente de 32F‘a la proteina.

Este m2todo fue recientemente descripto por-r Chow vy

col. (31) utilizando al fago M1Z marcado con 32P. En
nuestro laboratorio hemos utilizado ADN marcado por

nick—translation para la medicidén de topoisomerasa 1 en

extractos crudos.

Los extractos activos s& incuban con 10ng de ADN
radiomarcado en 10 ul de volumen final con un buffer de
transferencia (ver seccisn buffers). La mezcla se incubd
por 30 minutos a 37°C. Luego se agregaron 200ug/ml de
ADNasa I recientemente preparada vy la reaccidn se continud
por 15 minutos adicionales. Alternativamente, despusEs de
la incubaci“n con ADNasa se afiadid CaCl2 hasta 1mM vy
pronasa 1mg/ml por dos horas a I7°C. Las reacciones se
detuvieron por afiadido de Laemmli buffer Sx y se sembrd en

un gel de poliacrilamida 10% como se sefialara en II.46. Una

vez terminada la corrida y tefiidas las proteinas marcadoras
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de peso molecular, el gel fue secado y autorradiografiado
con pelicula AGFA. La autorradiografia se reveld por
1.5-2minutos en Dektol vy se fijd con rapi-fixer por 20

minutos.

11.12.3.TOFOISOMERASAS TIFD 1I1I. Descatenacian del ADM

kinetoplasto.

La incubacidn se realizd a I7°C por 20 minuwtos en
presencia de O,3ug de EADMN en buffer descatenacidn, siendo

imprescindible la presencia de ATF y Mg 2+ para detectar 1

w

actividad.
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gel de agarosa: La incubacidn
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fue terminada por agregad solucidn stop vy se sembrd  en
un gel de agarosa 14 segun 2.11.b. El LADN permanece en el

origen debido a gue no atraviesa el poro del gel de

AQArosSa. El producto de reaccidn son minicirculoz de ADN

i
i

i

con un pesc molecular de 1.4 kilobases (82), como se

ilustra en la figura 7.

K

MC

Figura 7. Descatenacidn de kKADN. Carril 1: FProductos de
reaccidn con  topolsoma2rasa II. Carril 2: kLADN control.
ks LEDN. MCiminicirculos.
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IT.12.3.b. Filtracidn en nitrocelulosa: El objetivo de
cualquier ensavo es separar el EADN de los minicirculos
para poder determinar 1la actividad. El kEADN no filtra a
traveés de la nitrocelulosa de 0.2u por su gran tamafio
(tiene un diametro superior al de una bacteria). Se
desarrolls un ensavo de filtracidn para separar kKADN de
minicirculos por filtracidn en nitrocelulosa a pH:8 (a pH
mavores los minicirculos son retenidos en la nitrocelulosa.
posiblemente debidc a la formacisn de zonas simple cadena).
En este caso las incubaciocones fueron finalizadas por
dilucidn con 1ml de TE-80. Las muestras se filtraron a
trraves de nitrocelulosa v el filtrado fue calentado a @97°C
por dos minutos v 2nfriado & 0°C. Fosteriormente se le
afadid colorante de Hoechst 22258 hasta uwuna concentracisn
de ©Q.lua/ml v se determindg fluordmetricamente la cantidad
de ADN presente en el filtrado (mimnicirculos). For este
mitodo observamos la aparicicn de productos (minicirculos).
Una dearadacidn del EADN provocada por nucleasas
inespnecificas no seria detectada debido a la etapa de
desnaturalizacidn que convierte al ensavo en especf+icq
para los ADNs covalentemente cerrados. Sialo estos
productos pueden reasociarse para dar fluorescencia con el

fluordageno.
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Figura 8: Ensavo de fluorescencia para topoisomerasa II.

a) Eauivalencia con €l ensavo electroforstico. Se realizaron
en forma paralela ambos ensavos con cantidades crecientes de
enzima (EU seaun las indicaciones del proveedor). Se
ilustran los resul tados obtenidos determinando la
fluorescencia de 1los Filtrados respecto del control sin
incubar (FU-FUo) v el ael de agarosa para separar
minicirculos de kEADN.

b) Sensibilidad del ensavo. Se determind el rango de

linealidad del ensavo para la topoisomerasa I1.
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La cantidad de enzima que produce un SO% de la
fluorescencia total del kADN es definida como una unidad

enzimatica de topoisomerasa II.

En general las reacciones de topoisomerasa II se
hicieron en paralelo para el mEtodo electroforstico y el
m&todo de fluorescencia. Esto nos permite confirmar que
los cambios determinados son sobre topoisomerasas Il

(visualizacidn de minicirculos).

I1I.12.4. Ensayos de proteina—-quinasas AMFc dependientes.

FPara determinar la presencia y actividad de gquinasas-
AMPc—dependientes tipo I vy II, se utilizaron columnas de
DEAE-celulosa. Se partid de 2H106 celulas A-3Z1 y Ki-AZ1,

obteniéndose un extracto citosdlico como se indicara en el

procedimiento I (ver fraccionamientos subcelulares).

El citosol se sembrd sobre una columna de
DEAE-celulosa gue fue eluida con un gradiente de NaCl de
0,1 &a 0,2M en buffer COL. Las fracciones de 1la columna
fueron ensayadas para la actividad de guinasa
AMPc—-dependiente en un buffer FKE con 100ug de histona como
sustrato exdgeno vy ATP—3ZP (4:~<1C)-6 cpm) en 25ul finales. La
reaccidn se hizo en presencia y ausencia de AMFPc a Z0°C por

15 minutos. Una ve:z finalizada la incubacian se
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precipitaron las proteinas con TCA 10%, se filtrsa sobre
Whatman 2ZMM vy se lavd con TCA 5% 2 veces v con etanol dos
veces. Los +filtros fueron secados v contados. La
diferencia entre la incorporacidan de 32P a
TCA—-precipitables en presencia y ausencia de AMFc indica la
actividad de la quinasa AMPc dependiente. La primera vy
sequnda fraccidn activa eluidas de 1la columna de

DEAE-celulosa son las quinasas tipo I y II respectivamente

(180) .

Una unidad enzimatica es la cantidad de enzima
necesaria para la incorporacidsn de 1pmol de fosfato a

histona por miligramo de proteina por minuto.

FPor otra parte, las fracciones eluidas de la columna
de DEAE-celulosa fueron preincubadas con AMFCc (mas

adelante) y ensayadas para topoisomerasa I.

IT.13. Freincubaciones de los extractos enzimaticos.

Extractos solubles (Z-8Bug de proteina) fueron
preincubados en presencia o ausencia de AMPc 1mM durante 20
minutos a 37°C. La mezcla de incubacidn estaba compuesta,
ademas, por: Tris SOmM pH:7,3:; NaCl SOmM; Mqu2 SmM: NaF
10mM; DTT 1mMs MIX O,1mM y ATF 2mM. Alternativamente se

anadisd inhibidor de proteina quinasa AMPc—dependiente FEI
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(Sug Sigma) en la mezcla de preincubacidn.

Fara estudiar el efecto de la defosforilacidn de los
xtractos sobre la actividad de topoisomerasa, las mezclas

enzimdticas fueron preincubadas con diferentes cantidades

de fofatasa alcalina (Sigma) de E. coli por Sminutos a
Z7°C. En todos 1los casos, una vez finalizadas las
preincubaciones se ajustaron las condiciones para
determinar la actividad de topoisomerasa I como se

describiera anteriormente.

11.14. Incorporacisn de timidina a c£lulas inducidas por

C&lulas guiescentes fueron incubadas con el factor de
crecimiento, en diferentes concentraciones y por diferentes
tiempos, con 2-5mCi de timicdina tritiada. Una vez
finalizada la incubacidn las cé&lulas fueron lavadas con FES
dos veces, con TCA 10%4 dos veces por 20 minutos vy
finalmente resuspendidas en NaDH 0,2 M para valorar la

radioactividad incorporada.

Alternativamente, las czlulas fueron despegadas,
lavadas dos veces y tratadas con TCA 10%. Los precipitados
fueron colectados por filtracidn y lavados cinco veces con

TCA S%A. Luego se lavaron cinco veces con etanol y fueron
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secados y contados.

11.15. Ensayo de crecimiento en agar blando.

Se prepararon capas de 0,3% de agar en DMEM con 10% de
suero fetal (Zml) sobre placas de Fetri de 60mm. Sobrre
esta capa basal se anadieron 2ml de agar 0,3% en el mismo
medio, 2006 cElulas NRK vy diferentes cantidades de 1la
fraccidn a ensayar. Las células fueron incubadas a Z7°C en
una atmisfera humeda con S%Z CO2 y las colonias se
observaron en un plazo de 7-14 dias. Las colonias de
fibroblastos NRE son monocelulares y ocasionalmente (S%)
poseen 2Z-4 cZlulas por colonia. Fara determinar la
capacidad transformante de la fraccion s3lo  fueron

consideradas las colonias gque posesian al menos 20 czlulas.

I1.16. Extraccidn de un alfa—TGF de melanoma humano.

Tejido proveniente de un melanoma humano (25g) fue
descongelado en 80Oml de etanol 95%, ClH(c) 2%, 1mM FMSF.
El volumen se ajustd a 120ml con agua destilada y la mezcla
fue extraida durante toda 1la noche a 4°C. Una vez
centirifugada, el precipitado fue re-extractado vy ambos
sobrenadantes fueron llevados a pH:S,2 con

hidréxido/acetato de amonio. Dos volumenes de <£ter anhidro
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fueron agregados y la mezcla se mantuvo por 48 horas a
-20°C. E1 precipitado, luego de centrifugar a 10000g por
20 minutos, fue redisuelto en acstico 1M (40ml),
descartdandose el residuo acido insocluble. Despues de una
extensiva didlisis contra acético 0,17M (bolsas con cutoff
2500, para retener al factor) la muestra fue 1liofilizada.
Una vezr redisuelta en ac£tico 1My centrifugada hasta
claridad, se sembr& en una columna de EBio-Gel F-60 gque fue
eiuida con acé&tico 1M, Las fracciones se colectaron en
alicuotas de Zml y se liofilizaron, previa determinacidn de
la cantidad de proteinas en cada fraccidn. Las muestras
fueron resuspendidas en DMEM con 10% de suero fetal y
testadas por el ensayo de agar blando para determinar la

resencia de factores de transformacicn.
ul

Utilizando 2Z0Oug de proteina de una fraccidan activa
(Z45ug totales) se indujo la formacidn de SO colonias por
disco. Esta fraccidn {fue usada en 1los ensayos sobre

celulas NRE.

I1.17. Otros m&todos.

Fara determinar la cantidad de proteinas se
utilizaron, indistintamente los m&todos de Bradford (181) o

Feterson (182) . La determinacidn de la cantidad de ADN se
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el

colorante Hoechst 3IZ258 (184). La caracterizacidn fisico

guimica del TGF asi como los ensayos de competencia con EGF

fueron realizados como se describiera (18%). El analisis

del ciclo celular fue realizado en un citdmetro

fluorescencia (FACS).

11.18. PBuffers empleados.

FES: Buffer fosfato salino de Dulbecco.

de

TEM: Tris SOmM pH:7,5; EC1 25mM; MgCl_, SmM; DTT 1mM; FMSF

2
1mM.

TEM(0O,15): TEM: NaCl 115 mM

TEMT(0,15): TEM (0,15); Tritdn X—-100 1%,

TEMS: TEM; Sacarosa ZOoOmM

TEMTS: TEMS; Tritdn X-100 1%

TEM: Tris 50mM pH:7,S:; EDTA 1mM; DTT imM; FMSF 1imM
TEM(O,4): TEM; NaCl O, 4M

TEM(1): TEM; NaCl 1M

TE-80: Tris 20mM pH:8,03; EDTA 1imM

TNE: TE-80; NaCl 100mM

Solucidn LISIS (para bacterias): Lisozima 1img/ml; Tris 25SmM

pH:8,0; EDTA 10mM; glucosa SOmM
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FE7: Buffer fosfato pH:7,2Z; DTT 1mM; FMSF 1imM

F10: Buffer fosfato pH:7 10mM; EDTA 1,SmM; DTT 1mM;
glicerol 10%

COL: Tris S0OmM pH:7,.,5; DTT imM; FMSF 1mM: NaF SmM
RELAJACION: Tris SOmM pH:7,5; NaCl O,2ZM; BSA 30Qug/ml; DTT
i1mM; pBR322 1ug

DESCATENACION: Tris SOmM pH:7,5; KCl 80mM; MgCl, SmM; DTT

2
imM; BSA ZOug/ml; ATF 1mM:; EADN Q,8ug. Es el mismo buffer
que para desanudacidén del fago F4.

FrkB: Tris 28mM pH:7,9; MgCl SmM; NaF SmM; MIX 1imM; DTT

2
imM. Fara determinar quinasas se agrega 32P—ATP
radioactivo. Fara realizar preincubaciones se utiliza FEEBE

con ATF 1mM.

Solucidn STOF SX (agarosa): SDS S5%; glicerol 60%; azul de
bromofenol 0,00025%

Laemmli Euffer 1X (FAGE) = Tris 0,125M pH:7,5;
beta-mercaptoetanol 2%; SDS 1%; glicerol 15%Z; azul de

bromofenol ©,0Q0025%



I1I11. RESULTADOS

IIT.1. CARACTERIZACION DE TOFOQISOMERASAS I Y II.

Como una primera etapa para el estudio de
topoisomerasas en transformacidn celular hemos
caracterizado ambos tipos de enzimas partiendo de la 1linea
celular IT3 Ralb/C transformada con benzopireno. Fara ello

pireparamos extractos solubles y nucleares de acuerdo al

procedimiento I.

En la figura 9 observamos que - la actividad de
topoisomerasa I es detectable tanto en la fracci®n soluble
como en la nuclear. Fara distinguir claramente laos
confdrmeros relajados hemos realizado la corrida
electroforetica en presencia de EtdBr durante las dos horas
finales. Se observd que la relajacidn del ADN
superenrollado (ADNsc) es ATP vy magnesio independiente
caracteristica de topoisomerasas eucaridticas tipo I. En
la figura 9b se muestra una densitometria de los productos
de relajacidn. For triangulacidn puede determinarse la
actividad especifica acorde a la definicidn de unidad (ver

M&todaos) .
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En la figura 10 observamos que 1la actividad de
topoisomerasa 11 medida por descatenacidén de ADM
kinetoplasto (kEADN) o desanudacian del fago F4 solo esta
presente en la fraccidn nuclear, siendo ATF y magnesio

necesarios para la actividad enzimdtica en este caso.

Se ha demostrado que la topoisomerasa 11 es capaz de
relajar ADNsc en presencia de ATF y magnesio (S9). En
nuestro caso, dado que la relajacidn ocurre en presencia de
EDTA 10mM (figura 19a, mas adelante) y en ausencia de ATF
no parece probable que esta accion se deba a una
topocisomerasa II. Ademdas, en esta dilucidn la actividad

descatenante del extracto no es detectable. En la figura

11 se observa que 1la novobiocina, inhibidor de la
topoisomerasa II, no inhibe la reaccidn de relajacidn de
ADNsc.

Todas estas evidencias indican que 1la actividad de
relajacidn de ADNsc se debe a la accidn de la topoisomerasa

I.
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For otra parte, la novobiocina inhibi#4 la actividad

descatenante (F-‘aTF'—Mg2+

dependiente) presente en estos
extractos como se ve en la figura 11. Al estudiar la
actividad descatenante en presencia y ausencia de ATF a
diferentes concentraciones de NaCl (Figura 12) se observd
que la reaccidn soclo ocurre en presencia de ATF y en un
rango restringido de fuerza idnica (alrededor de 80mM)
semejante a 1o demostrado para otras enzimas eucaridticas
tipo 1II (SZY(T7). A su vez, la topoisomerasa 1II se
encuentra completamente inhibida con una fuerza idnica
equivalente a ©0,2M en NaCl, si bien como se muestra en la
figura 12 1la topoisomerasa I (actividad relajante)
permanece activa entre S0 y 200mM de NaCl. Ademas la
topoisomerasa I es incapa:z de descatenar al EADN ya que en

ausencia de ATF f{(figura 12), con o sin Mda', no hay

produccién de minicirculos.

Estos resultados indican que las condiciones para
evaluar la actividad de topoisomerasa I son:
a) Umna fuerza idnica equivalente a NaCl ©0,2M, en ausencia
de ATF y Mgzi (o en presencia de EDTA), determinando 1la
actividad de relajacidén de ADNsc. Esta reaccidén es

insensible a la novobiocina.
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Concomitantemente, las condiciones para detectar actividad
de topoisomerasa II son:
b) Una fuerza idnica equivalente a BOmM de NaCl, en
presencia de ATF 1mM vy M92+ =mM, determinando la

descatenacidén del EADN vy su sensibilidad a la novobiocina

(200ug/ml) .

La figura 13 muestra una cinética de accidn para la
topoisomerasa I, gue sugiere un mecanismo de accicn
procesivo (39) dado que el sustratoc ADNsc coexiste con el

ADN producto totalmente relajado (ver carril 2).

Como el pBRZZZ relajado puede tener una movilidad
electrofor&gtica similar al ADN cortado (nicked) hemos
distinguido ambas conformaciones utilizando Etdlr. Esto
permite distinguir la accidn de topoisomerasas de la de

nucleasas.

Como fuera sefialado en la introduccidén el EtdBr induce
superh£lices positivas al intercalarse entre las bases del
ADN sin modificar el numero L. Como consecuencia de ello,
se reduce el nudmero de superh£lices negativas en el ADN
naturalmente superenrollado negativamente. Si al mismo ADN

se lo relaja por accidn de una topoisomerasa y al detener
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la incubacisn se extrae el EtdBr, se inducen superhZlices

sobre los productos de reaccidn tal como se ilustra en el

esquema:

g +EtdBr TOPO I -EtdBr
% p,. . .
3 G ; H
A0 g §
vt W
L)=W,+T, L =W,+T, L,=T, Lo=W4+T;

El numero de superhé£lices eliminadas por el EtdBEr
(W1-W2) es igual al ndmero de superh£lices inducidas

despuis de la relajacidan y extraccidn del EtdBr (W3X).

Se mezcld pBRIZZ cortado (nicked) y superenrollado en
presencia de cantidades crecientes de EtdBr, y se lo incubd
con topoisomerasa I. Al extraer el EtdBr y analizar
electroforéticamente 1los productos (figura 14) se observdé
una progresiva induccidn de superhelicidad solo en los
topoisdmeros relajados y no en el ADN cortado (que puede

rotar libremente). A mayor cantidad del intercalante mayor
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es la superhelicidad final de los productos.

Fara confirmar que la topoisomerasa I es capaz de
relajar ADN positivamente superenrollado se prepard ADN
relajado gque fue incubado con la enzima en presencia de
EtdBr. El1 ADN relajado es superenrollado positivamente por
accidn del EtdBr. Al ser incubado con la topoisomerasa, en
forma analoga al esquema anterior, y eliminar el EtdBr se
observara la induccidn de superh£lices negativas sobre 1los
productos (figura é6b). La actividad de topoisomerasa I de
“stas células como otras similares de eucariontes (7) (22),

relaja superh&lices positivas y negativas.

Fara completar la caracterizacicdn de la topoisomerasa

I realizamos ensayos en presencia de diferentes cofactores.

La topoisomerasa I es independiente de Mgz* o ATP, =i
bien el Mgz* estimula la reaccidén en un 3I0%Z con una
concentracian de 10mM (Figura 15a). La actividad de
relajacién no se modifica aun en presencia de EDTA 10mM
(figura 15a). A su vez si bien el ATF a bajas
concentraciones no afecta la actividad en nuestros

xtractos, su accidn es inhibitoria a partir de una

concentracidn de Z0mM (figura 15b).



2@ 20mM ATF.
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For otra parte, la espermidina estimula
significativamente la actividad en estos xtractos a una
concentracidn de SmM. Las histonas del tipo F2Za no

produjeron cambios (figuras l6a y 16b). Esto nos permite
suponer una accisn de la poliamina sobre la enzima (o algun
modulador de la misma presente en el extracto) y no un

efecto provocado por la condensacidn del ADN (186).

11

Un estudio cinetico de la accion de la topoisomerasa
ITI sobre el EADN muestra que la cantidad de minicirculos se

incrementa con el tiempo como se ilustra en la figura 17.

Si bien el ADN circular puede catenairse por accidn de
una topoisomerasa II vy, por 1lo tanto, la reaccidn de
descatenacicdn es reversible, ha sido reportado que 1la
catenacidn requiere una fuerza idnica menor y la presencia
de un agente condensante de ADN (espermidina o

histonas) (96).

Con el objeto de caracterizar 1los productos de
reaccisn de la topoisomerasa Il vy distinguirlos de 1la
accidn de nucleasas se indujeron superhélices con EtdBEr

sobre los minicirculos. Fara ello se incubd la enzima con
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kADN hasta descatenacidn total. Se sembraron muestras
paralelas en un mismo gel gque fue corrido durante una hora.
Fosteriormente uno de 1los carriles se tind con EtdBr
(O,1ug/ml) vy el gel completo (tratado y sin tratar con
EtdEt) se corrid una hora adicional. Los productos de una
topoisomerasa II (covalentemente cerrados) por el
tratamiento con EtdBr adquieren una superhelicidad positiva
que les permite migrar mas rdpidamente qgque 1los controles
tal como se observa en la figura 17b. Si el producto fuera
ADN cortado no seria posible inducir superhélices sobre el
Mm1smo. Es importante recalcar gue el ADN deberia estar
doblemente 'cortado para poder desprenderse de la red

multiplemente intercatenada del kADN.

La descatenacisn del LADN es estrictamente dependiente
de ATF vy M92+. La presencia de ATF enddgeno permite
detectar cierta produccidan de minicirculos en ausencia de
ATF, si bien en todos los casos el agregado de ATF permite
cuantificar correctamente a la enzima. Estas
caracteristicas han sido confirmadas utilizando el ensayo
fluorescente de topoisomerasas 11 descripto en Métodos.
Este ensayo resulta muy eficaz porque permite descartar 1la
contribucisn de nucleasas Yy ademas posibilita 1la

cuantificaci®n de la actividad enzimatica. En la figura 18

se determind la especificidad del ensayo para



ml.

T g |
afMiode

(SR

41}

Rl




-90-

Figuwra 16, Ensavo de fluorescencia bara teopo:somerasas I1.
Se estudid la dependencia de zofactores de la enzima v su

comportamlientc con novoblocina para analizar la wvalidez del
ens&avo. Carril ©C: Contrel =in ATF. Carriles 1-64: La
reea fue realizada en presencia de ATF Y
¢S 150,200,250 ug/ml de Qﬁycbio:ina. Carril 7: Control

con ATF). Carril 8: sin Mg © .con A&ATF. Car-il F: on EDTA

\ 1 Lax} C
10mM y sin ATF. U/mg: Unidades enzimaticas de topolsomerasa
I por mg d= proteina.

140+

1

100

—

c1 2 3 45 6 7 829
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topoisomerasas 11, estudiando la dependencia de cofactores

y la sensibilidad a la novobiocina. lLas histonas o©

la

espermidina no modifican la actividad de topoisomerasa I1I.

La novobiocina bloquea la actividad catalitica en estos

extractos como se determind por electroforesis (figura 11)

y a traves del ensayo de fluorescencia (figura 18).

Las topoisomerasas forman un complejo covalente con
ADN como se indicara en 1la introduccidén. Incubando

extracto activo con 32F—ADN se formaran estos complejbs

Lo
b1}

el

L

a

través de una unidn fosfodigster (figura 19). El1 agregado

de una nucleasa permite digerir al ADN dJde este compleio,

siendo el producto final un mimero discreto de nuclestidos

asociados al sitio catalitico de la topoisomerasa I.

De

esta manera el 3ZP del ADN sera transferido covalentemente

a la topoisomerasa, que retendra la marca especificamente.

Al finalizar la digestidn del ADN el producto

32P—nuc1edtido—topoisomerasa I es analizado mediante
electroforesis en condiciones desnaturalizantes (para
eliminar cualquier unidn no covalente del 32F) Yy

autorradiografiado. En principio este m&todo detecta todas

aguellas proteinas que Forman enlaces covalentes con

el
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ADN, si bien utilizando anticuerpos y sistemas donde las
topoisomerasas son bien conocidas se ha demostrado gue la
topoisomerasa I es la tinica proteina detectada por este

m&todo (31).

Utilizando pBRI2Z2, marcado por el procedimiento de
nick-translation en combinaci®n con la topoisomerasa I de
timo de ternera (BRL) did como resultado una sola banda de
82kdal (22) siendo la formacisn del complejo independiente
de Mg2+ (figura 20a). La incubsacidn con pronasa provoca la
desaparicidn del complejo (figuwra 20a). El ensayo
realizado con enzima inactivada (&£5°C por 20 minutos) no
aenera la transferencia covélente. La incubacidn sin
ADNasa da por resultado 1la formaczidn de compuestos
inespecificos a 1lo larago del gel (ADN "nick-translated".
figura 20b). Todas estas evidencias indicamn la ausencia de
artefactos y la formacisn de un auténtico complejo
covalente entre la topoisomerasa I y el ADN gque origina la

transferencia de la radioactividad del ADN a la proteina.

Utilizando 1los extractos celulares se detectd 1la
formacidén de este complejo, caracterizando una proteina de
70  kdal. For sus caracteristicas es un meEtodo
semianal itico para determinar pesos moleculares de una

topoisomer-asa. En la figura 20b observamos el resultado de
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la autorradiografia donde la formacidn del complejo
covalente requiere ATF si bien no necesita M&H . Si luego
del tratamiento con ADNasa digerimos con pronasa la banda

desaparece indicando que la marca radioactiva corresponde a

una proteina (figura 20b).

I11.1.5.1. Columna de hidroxil apatita.

A partir del extracto nuclear obtenido por el
procedimiento II, la enzima fue purificada parcialmente con
hidroxil-apatita como fuera mencionado en Mztodos.
Al icuotas de los eluidos de 1la columna, extensamente
dializados fueron ensayados para detectar actividad de
topoisomerasa I y su heterogeneidad polipeptidica fue
monitoreada por FAGE (ver Mitodos) . La actividad
enzimatica solo fue detectada en la fraccidn de 0,4M FIE7
(Figura 21a, carril 3). La Ffraccidn activa se encontrd
enriquecida en dos polipEptidos de 70 y 29 kKdal como se
observa en la tincidn argEntica en comparacidn con el
extracto nuclear original (Figura 21b). A pesar de ello la
presencia de numerosas proteinas en esta fraccidn indicd
una purificacién parcial de la enzima. La actividad
especifica de topoisomerasa I se incrementd de 400U/mg a

2000U/mg.



Figura 21. Furiticacidn parcial: columna de

=S Fracziones de la columna fusron ens é
actividad relajante. Carril 1: pBRIZ2Z. Carril 2 Q.3
flug) . Carril 3¢ ©.2M PE7:0,72M NaCl (0, 4ug) . Carril 4: 0,2

FEZ:Q.6M NaCl (0, 2ug) . Carril S: O.4M FE7 (O, 1lug).

b} Andlisis slectrofordtico de las distintas fracciones. Laq
muestras fueron precipitadas con 104 de TCA vy  resuspendida
arn buffer de Lasmmli. Carril iz Lavados de la CDjLnsa.
Carril 2@ 0,2M PE7 {(2ug). Carril 58 D.,2M FET7 O 0,3M Nall
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Dada la labilidad de laz fracciones purificadas vy su
baja estabilidad en la columna, decidimos ensayar metodos

mas rapidos para la purificacidn de la enzima.

IIT.1.5.2. Uso de sistemas cromatograficos de alta
performance-HFLC.

Las ce&Elulas MCF-7 poseen una actividad especifica de
topoisomerasa I superior a las c<lulas BF-AZ1 por lo cual
fueron wutilizadas para ensavar la purificacian de 1la
enzima, utilizando HFLC gue requiere menores tiempos de
fraccionamiento. Nuestro objetivo fue determinar si esta
metodologia resultaba 1itil para el rédpido aislamiento vy

purificacidn de esta proteina labil.

En primer lugar utilizamos una culumna de intercambio
anidnico Synchrom AX-1000, La Ffigura ZZa muestra la
separacidn obtenida en las condiciones programadas de
eluci®n como se indicara en MEtodos. La recuperacicn de
proteina fue del @98%4Z vy el andlisis de la actividad de
topoisomerasa I en los eluidos se muestra en la figura 22b.
El maximo de actividad (carril 9) corresponde & las
fracciones 2B-3F0, a una concentracidn salina de 130-200mM
buffer fosfato. Las fracciones 28-30 fueron combinadas e
inyectadas en una columna Synchrom-propyl S00

(hidrofdbica). Fara eluir utilizamos un gradiente salino
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reversc, evitando asi la didlisis intermedia que disminuye
la actividad. Sin embargo, la actividad enzimatica fue
irrecuperable. Si bien no analizamos en detalle la accidn
de matrices hidrofdébicas <csobre la topoisomerasa 1 es
posible que 1la p#rdida de actividad se deba a: a) la
desnaturalizacidn de la topoisomerasa I en la columna,
bunidn irreversible de la proteina a la fase estacionaria
0 c)pérdida de algun elementc esencial para 1la actividad

enzimdtica.

Al ternativamente utilizamos cromatografia de exclusidn
(TSE ZO000SW), m=todo menos drastico para el fraccionamiento
proteico. Nuestros primeros intentos utilizando buffers

comc TEM o© FSOEDG dieron muy bDajc rendimiento en la
recuperacicon de la actividad enzimatica. La inclusicsn de
l-propanol 0,5% en la fase mibil posibilitd la elucidn de
la actividad de topoisomerasa I con un tiempo de retenciadn
de Z2 minutos (figura 23). Dado gue el citocromo ¢ (12.5
idal) en las mismas condiciones eluayd con un tiempo de
retencidn de 24 minutos es evidente gque la topoisomerasa I
interacciona fuertemente con la columna adn en presencia de
0,5S% propanol. El analisis por FAGE indicd la presencia de
proteinas de alto peso molecular en esta fraccidn
sugiriendo una interaccidn con la matriz no relacionada con

-

el peso molecular de la enzima. La figura 2T muestra el
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perfil de elucidn conjuntamente con la actividad enzimatica

correspondiente a un "pool" de cada tres fracciones.

Con el objetc de combinar ambas etapas, las fracciones
parcialmente purificadas por la columna de intercambio
anidnico (28-30 de la figura 22, 2-Zug de proteina) fueron
inyectadas en la columna TSE Z000SW y eluidas con
FSOEDG-0,5% l1-propanol. Si bien se recuper< baja actividad
en algunas fracciones, el principal pico de actividad
(tiempo de retencidn:7S min.sfraccidn 90, figuwra 24) eluys
con un tiempo de retencisan mayor que el mencionado
anteriormente, posiblemente por la diferente fuerza idnica
de la muestra inyectada en la columna TSE Z000SW. La
cantidad de proteinas fue indetectable por el ensayo de
Bi-radford (sensibilidad !l imite: lug/ml) v no se detectd
proteina en un gel por tincidn argZntica. Como se muestra
en la tabla I la proteina fue purificada aproximadamente &0
veces por el tratamiento secuencial, calculadc asumiendo
una concentracicsn proteica de la fraccidon activa de

S00ng/ml.

A pesar de estas observaciones, mejores resultados en
separacidn  y resolucidn se obtuvieron al utilizar una
columna de intercambio catidnico CMIZ00 como dnica etapa.

Como se muestra en la figura 25a, mas del 75% de la
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Figura 28. Purificacion parcial: Uso de HFLD de intercamibio
catidnico.

|
1l =utracto nuclear de céElulas MCF-7 dializado, fue invects }
plumna CHMZ00 v fra i i : ‘
) les de concentraci
l.
b)) Actividad de topeocisomsrasa en las fracclones sluidas de la
columnna {(carriles 1-29, equivalen a fracciones cada dos).
Cl: plasmido control. C2-C4: Diluciones 1:200,1:100,1:10 del
prtracto original respectivamente.
c) fnalisis elesctro t”“’tlLD de las proteinas de cada
fraccldn. OE: Es¢Es original. Carril I firraccisn 4
(3ug) . Carriles 2-3: fracciones 28-31. Carriles H-Fs
Fracociones 40-47.
"o (a)
300
=
00
509 N
_ o4 Copepepemie s~ — o BmBoBdOoGeenene
§ : s
¢ A
b 4o A% By
z 1T ‘: 20 €
Em.-—\.-- 0 =
1 2345678 91011121314 1516171819202122232428 C,C,C,C,
o l L\v 2 4 6 81012141618 2022242628 30323438 3840 4244 4848 50 3

o K 20 30 4 30 &
FRACTION NUMBER

C = 205K
- 116K
~ 97 4K

- 66K

- 45K

—~- 29K

OE1 2 3 45 678 9

4 28 293031 404142 43




-103-
proteina aplicada se recupers en el volumen de lavado. La
actividad de topoisomerasa I (figura 2ISb) eluyd en el
volumen de lavado (fraccian 4), a 150-200mM de buffer
fosfato y en las fracciones correspondientes a 250-Z00mM de
buffer fosfato. En estas idltimas, las proteinas ensayadas
por el mftodo de Bradford fueron indetectables. En la
tabla I se observa que en esta fraccidn la enzima fue
purificada al menos 120 veces en un idUnico paso. Arnalisis
por FAGE (figura 25c) mostrd uwune serie de bandas con una
proteina predominante a B88-%0kdal gue corresponde con los
pesos moleculares descriptos para otras topoisomerasas I
etcaristicas (26){(Z8). Otros autores (187) han ‘reportado
la presencia de artefactos en geles tefiidos con plata en el
rango de los 6é0Okdal que podrian explicar algunas de las
bandas obtenidas. De todas maneras el uso de CMZ0OQ permite
un rapido procesamiento (1 hora de elucidn) de la enzima
para obtener su purificacidn parcial (aproximadamente 120

veces).
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TABLA 1 Furificacion de la topoisomerasa I de celulas de

cance2r mamar-io humano utilizando sistemas HFLC.
Proteina|Actividad Upg P R
total(ug)| (W %

Muestra orignal

Fraccion 28- 30 HPIEC
Fraccion 90 TSK3000SW

780
06
0.5

26000
1000
1000

33
385
2000

100
3.89
3.89

(secuencial)
Fraccion 42 CM 300 0.5 * 2.000 | 4000 [120 |779
(Unica etapa)
* ESTIMADO
Figura 24. Colonia celular provenienta de la linsa  NRE
transformada con =21 virus 5V-40 crecida =2n agar blando.
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I11.2.ESTUDIO COMFARATIVO DE LA ACTIVIDAD DE TOFOISOMERASAS

Fara estudiar la influencia de la transformacidn
celular sobre estas enzimas se determind la actividad
especifica de topoisomerasas en diferentes modelos

celulares normales y sus variantes transformadas.

ITI.Z.1.Actividades especificas de topoisomerasas en

c2lulas normales y transformadas.

Como sevalaramos en la introduccidn, las ceElulas no
tumorigénicas en cultivo no son normales en el sentido
estricto del término} si bien exhibern inhkibicidan por
contacto, son incapaces de crecer en agar blando (no forman
colonias) y muestran una morfologia al microscopio dptico
caracteristica de una c<lula normal. Tal es el caso de 1la
linea NRE vy  A-Z1. Sin embarago, las mismas c&lulas
transformadas con el virus SVY40 forman colonias en agar
blando (figura 26). En todos los casos se empled el ensayo

de agar blando como criteric de normalidad o transtormacidn

celular.
Es asi que hemos utilizado las mencionadas 1ineas
celulares transformadas por agentes quimicos como

benzopirenc (BF-AZ1)., virus oncogénicos a ARN: Kirsten
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(l.i—AZ1) y Moloney (MMSV-AZ1), y virus a ADN: SV40 (SVNRK).
Con estos sistemas se aislaron fracciones enriquecidas en
topoisomerasas I vy Il siguiendo diferentes procedimientos
(ver Mé&todos), para evitar que la actividad recuperada no
sea representativa del total. Se realizaron diluciones
seriadas de los extractos y densitometria de los geles de
agarosa para determinar la actividad especifica de
topoisomerasa I en las diferentes fracciones provenientes
de c#lulas transformadas y de su contraparte normal. En la
figura 27a se muestra el resultado de una curva de dilucidn
wtilizando extractos solubles de c£lulas SVNRE  y NRE,
preparados de acuerdo al procedimiento I. La actividad en
los extractos nucleares L correspondientes se observa en la
figura 27b. En todos los casos la cantidad de proteina fue
la misma para cada reaccian de la curva de dilucidn de modo
de apreciar directamente en el qgel las diferencias en
actividad especifica. La actividad especifica de
topoisomerasa I se encontrd incrementada en las celulas
SVNRE, respecto de su contraparte normal NRE, siendo este
incremento claramente visible emn la fraccidan soluble. En

las fracciones nucleares L no se observaron diferencias.

Con el objeto de establecer si 1la a&alta actividad
soluble era debida a una rotura o aumento de 1la

permeabilidad de la membrana nuclear ocasionado por el
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fraccionamiento ("leakage"), se utilizd un procedimiento
alternativo para 1la aislacidn de la enzima. En este
procedimiento II, los nicleos fueron sometidos a menores
cambios osmaticos y las c#lulas se procesaron sin congelar.
Como se ilustra en 1la figura 28a, las diferencias de
topoisomerasa I en la actividad socluble resultaron menores
que en el caso anteriors; pero en cambio para los xtractos
nucleares, las variaciones de la enzima fueron superiores.
Ademas, con este fracciormamiento la actividad de
topoisomerasa II fue detectadz en los extractos nucleares y
cuantificada a través del ensayc de fluorescencia (figura
28b). La actividad de topoisomerasa II fue mayor en las
clulas SVYNRE que en las c£lulas normales. Sin embargo.,.
dado que esta enzima es sensible a la accidan de mitdgenos
(mas adelante) vy esta aparentemente modulada durante el
ciclo celular (77) . resulta dificil adscribir estas
diferencias a la transformacidn en si y no a las
diferencias en el ciclo celular de los sistemas bioldqgicos
empleados. En 1la figura 29 se muestra que cuando c=lulas
quiescentes (ver Mitodos) son inducidas a reiniciarse en el
ciclo celular por agregado de suero fetal 10%, la actividad
de topoisomerasa I no se modifica, mientras que la
actividad de topoisomerasa II fue incrementada, confirmando

la modulacidn de esta tltima durante el ciclo celular.
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Fara extender los resultados obtenidos en relacidn con
la topoisomerasa I. hemos utilizado otro modelo de
transformacién como las cé£lulas 3IT3 BRalb/C A-31 y  sus
variantes transformadas con benzopireno (BF-AZ1) o con
virus de Kirsten (Ki-ATZ1) o Moloney (MMSV-AZ1) .,
determinando la actividad especifica de topoisomerasa I de
acuerdo a los diferentes fraccionamientos. En la tabla II
se cuantificaron 1los resultados obtenidos con las 1lineas
celulares empleadas. Como se observa, la transformacian,
en todos 1los casos, parece estar asociada a un incremento
de la actividad especifica de la topoisomerasa I
independientemente del fraccionamiento subcelul ar
utilizado, si bien estos incrementos son variables entre

las distintas 1 ineas transformadas.

Durante el transcuwso de estos xperimentos, se
observd la formacicdn de focos de transformacidn espontanea
en cultivos de la 1linea celular A-31, los que fueron
clonados. Estas c#lulas espontaneamente transformadas
presentaron una morfologia diferente a la linea normal y
fueron capaces de formar colonias en &agar blando. Este
clon spt A-31 fue crecido y fraccionado de acuerdo a los
distintos protocolos, determinandose 1la actividad de

topoi somerasa I. En concordancia con los resultados
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celular por diterentes fraccionamientos.
PROCEDURE I PROCEDURE II

CELL Cytoplasmatic Nuclear Cytoplasmatic Nuclear
CLONES u/i:(gt r;::ﬁ in u/ri);t;:; :;ein u/r:;t;:;;i n|vu ris tp:f;:éin
NRK 580 400 540 381
SV-NRK 1020 390 775 688
A- 31 390 210 - 240
BP-A31 1340 360 - 860
K-A31 1385 220 - 1160
M-MSVA31 993 260 - 530
SPT-A31 899 230 - 937
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descriptos para las lineas transformadas, la actividad
especifica de la enzima se incrementd respecto del clon

parental (tabla II).

En un ensayo cruzado se descartd 1la presencia de
inhibidores u otra materia interferente en los extractos
normales que pudiera ser responsable de 1las diferencias

observadas (figura Z0).

ITI.2.2.Andlisis por el ensavo de la transferencia

Con el objeto de confirmar los resultados descriptos
precedentemente, decidimos utilizar el ensayo de
transferencia covalente descripto en ITI.1.4. La figura =1
muestra la autorradiografia de un gel en 21 cual se realizd
el ensayo covalente que revelsd bandas de 70kdal tanto en
c2lulas normales (NRE) como transformadas (SVNRE). La
actividad de transferencia de la marca radioactiva es
sunerior en los extractos nucleares de SVNRE en comparacidn
con NRE For otra parte, la actividad de la fraccidan
soluble proveniente de c#lulas transformadas fue claramente
detectable, mientras que no fue visible en su contraparte
normal, confirmando los resultados obtenidos por 1la

medicidn de actividad enzimatica (acumulacidn de producto).






-115-

Figura I1. Ensayo de la transferencia covalente para
#trractos de células normales y transtormadas.
Extractos solubles y nucleares de cElulas NRE y SVNRE fueron
procesados para detectar la formacidn de compleios covalentes
con ADN radiocactivamente marcado (ver Métodos). Despugs de
la incubacidn con la ADNasa, las muestras fueron sometidas &
electroforesis FAGE 5DS y el gel fue autorradiografiado.
Carril 1-2: Extracto nuclear vy soluble de =1V NRE
respectivamente. Carriles ZF—4: Idem para células NRE.
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La wvaloracidn cuantitativa determinada por centelleo
ligquido reveld que la radioactividad fue tres veces

superior en los extractos nucleares transformados.

Fara establecer si las modificaciones de topoisomerasa
I descriptas se relacionaban con una diferente
internalizacidn subcelular, se prepard cromatina de células
normales vy transformadas vy se estudiaron los perfiles de
elucidn de la enzima. La topoisomerasa I fue disociada de

la cromatina por un lavado secuencial con fuerza idnica

creciente. En cada una de estas fracciones se determind la
actividad de topoisomerasa I en forma individual (figura
IZ2a). Alternativamente, se tomaron alicuotas iguales de
cromatina en diferentes tubos y se las sometid a una fuerza
idnica determinada (creciente para cada tubo), valorandose
la actividad especifica y total de cada extraccidén (figura

Z22b y c© respectivamente).

En 1la figura 3I2a se observa la variacidn de la
actividad especifica de topoisomerasa I en cada fraccidn de
la Ktraccidén secuencial de la cromatina. En todos los
casos la actividad especifica proveniente de las cé&lulas

transformadas fue superior a la de las cZlulas normales.
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Figw-a 22, Elucidn de topoisome "sa I de cromatina.
)

& Cromatinae de células NRE v SVYNRE fue extractada en forma
secuencial con creciente %upr”ﬂ idnica. S determing  la
actividad especifica de topoisomarasa 1 (U/mg? 2rn cada
fraccidn. Transt: SYNRE.  Normal: NRE.

b} Cromatina de ambos tTipos celulares fue fraccocionada =n

diferentes tubos v cada uno fus sometido a extraccidn con una

fuerz idnica diferente (extraccidn total). S determindg la

actividad especifica (U/mg? de cada fraccidn para 1a

topoisomerasa L.

:; S procedid como en b)) excepto Que se grafica las unidades
otales (UT) recuperadas para cada fuerza idnica.

A B C
uT

200

100

0.2 0406 10

e |

300

3

’l

4

3

B

4

o | B

3 3

* :

= 4 3
3 3 g %
:3 H | B 3
4 b IL &

0204 061 2 020406 1 2 M(NaCl)

-0-0-[10 TRANSFE -o—e-E2 NORMAL
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La maxima actividad especifica se recupera en el lavado con
0,4M NaCl, caracteristica de las proteinas laxamente unidas
a cromatina. La internalizacidn en cromatina para 1la

enzima en las mencionadas 1lineas celulares fue similar.

For otra parte, la actividad total de topoisomerasa I
disociada por ®traccidn de la cromatina con fuerzas
idnicas distintas de acuerdo con el segundo disefio

xperimental, mostrd que aproximadamente el Q0% de la
actividad total de topoisomerasa I eluye con ©,4M en NaCl
(figura IZc). Fuerzas idnicas superiores aumentan
ligeramente 1la actividad total., si bien disminuye 1la
actividad especifica dado que se extraen un mayor numero de
proteinas impurificando los preparados f{(figura IZb). El
valor de actividad especiftica 235 maximo para 0,4M Nall
donde 1la diferencia entre extractos transformados Y
normales fue mas notoria. Estos resultados extienden las

observaciones presentadas en la tabla II.

Todas estas evidencias indican que: a)l La actividad
especifica de topoisomerasa I esta incrementada en la
cromatina de las c#lulas transformadas respecto de las
cElulas normales, b) la enzima se encuentra enriquecida en
la fraccidn proteica laxamente unida a nucleicos y c) en

este extracto (0, 4M NaCl) es donde las diferencias son
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maximas en cuanto a actividad especifica de la enzima.

III1.2.4. Asociacidén entre topcisomerasa 1 y fosforilacicn

mediada por AMFc.

Se ha demostrado que la t*topoisomerasa I es una
fosfoproteina y su actividad es modulada por fosforilacicn
(174) (175) . For ello, decidimos estudiar si las
diferencias reportadas en topoisomerasas I podrian
relacionarse con fensmenos de fosforilacisdn. En la figura
IZ7 se observa que la actividad de topoisomerasa I fue
inhibida en forma dosis—-dependiente al preincubar el

extracto con fostatasa alcalina a diferentes

concentraciones.

Dado que 1la actividad de topoisomerasa se encontrd
incrementada en cZ2lulas transformadas analizamos la posible
relacidn de fosforilaciin mediada por AMFc y actividad de
topoisomerasa I en fibroblastos de ratdn. Es asi que al
preincubar con AMFc extractos solubles, en 1los cuales se
detecta actividad de gquinasa AMFc—-dependiente vy de
topoisomerasa I, se observd un incremento de 1la actividad
de topoisamerasa I (figura 34). El AMFc per se, no
modifica esta actividad en extractos nucleares. Mas aun,

cuando la preincubacidén con AMFc fue realizada en presencia
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