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RESUMEN

Se describe la presencia, distribucidén y algunas propiedades
de las ADN polimerasas aisladas de linfocitos humanos de ﬁangre
periférica normal sin estimulsr y estimulados por fitohemoagluti-
nina,

En los linfocitos no estimulados se encuentran dos ADN poli-
merasas citoplasméticas que eluyen de columnas de DEAE celulosa a

0,07M de ClNa (CIN) y a 0,13M de ClNa (C En la fraccién nu-

IIN)'
clear se encuentra una sola enzima'(NIN) que no se adsorbe a la
DEAE celulosa.

En el caso de linfocitos estimulados se detecta una sola en-
zima ciﬁOplasmétipa que eluye a 0,12M de ClNa. La fraccidn nuclear
contiene dos actividades enzimfticas, la correspondiente a Ny,
que no se adsorbe a la DEAE celulosa y la NIIB que eluye de la

DEAE celulosa a 0,07M de ClNa.



INTRODUCCLON

Rol de los #Acidos nucleicos

Una de las caracter{sticas mfs sorprendentes de la c¢dlula vi-
viente es su capacidad para transmitir las propiedades de una gene-
racién celular a otra. Si bien la existencia de la herencia habfa
sido notada por el hombre en la antigliedad sus bases qufmicas y f{-
slcas no fueron entendidas hasta principios del siglo veinte.

La evidencia de que los &cidog nucleicos actian en la transmie
8idn de la herencia proviene de tres clases de experimentos, hechos
con bacterias y virus.

El primero fue el trabajo de Avery y sus colegas Mc Leod y
Mc Carty, quianea'encontraron en 19L4l; que las propledades heredita=
rias de las bacterias pneumonia podfan ser alteradas espec{ficamen=
te por el agregado de ADN de alto peso molecular, silendo esta hable
1idad del ADN totalmente destrufda por la enzima deoxiribonucleasa,

El segundo tipo de experimentos estaba relacionado al problema
de cédmo los bacteridfagos virulentos afectan a su huésped. Hershey

y Chase en 1952 marcaron la protefna del fago T, con 872 y el ADN

32

2

con P°°, demostrando que sdlo el ADN es el responsable de programar

1a produccidn de protefnas y ADN de nuevos fagos.



El tercer experimento fue realizado por Fraenkel-Conrat y Sin-
ger en 1957. Ellos establecieron que en el caso de los virus de
plantas, bacterias y animales que consisten sdlo de ARN y proteina,

el ARN suplanta al ADN como material genético.

Estructura Fi{sico-Qufmica del ADN

La degradacidn hidrolftica del ADN por dcidos o enzimas permi-
tid conocer sus tres componentes esenciales. Batos son: 2=-deoxy=D-
ribosa, #cido fosférico y bases nitrogenadas.

E1 ADN de todos los tipos de células contiene dos clases de
bases nitrogenadas: las purinas, adenina y guanina y las pirimidi-
nas, timina y citosina.

Muchos investigadores intentaron explicar la estructura comple-
ta del ADN pero &sta fue formulada recién en 1953 por Watson y Crick,
Ellos sintetizaron brillantemente los datos qufmicos y de difraccidn
de rayos X en una estructura simétrica que posefa las propiedades
inherentes a todo material genético. El modelo de Watson y Crick (1)
comprende dos cadenas de polinucledtidos que se entrelazan para fore
mar una doble hélice. Las dos cadenas estén unidas por puentes hi-
drdgeno entre las bases,

Pero 1la caracter{stica m&s interesante del modelc es que nece=
sita apareamientos espec{ficos entre las bases: la adenina se apé=
rea siempre con timina y la guanina con clitosina. La rigidez de es-
tas reglas de apareamiento lleva a una relacidén complementaria entre
1as secuenclas de bases de las dos cadenas, Debido a esta complemen-

tariedad la estructura de Watson y Crick se adapta idealmente & un



modelo de replicacidn en sf mismo, ya que cuando cada cadena se see
para de la otra puede actuar como templado pars la sfntesis de una
nueva cadena, dando asf{ lugar a dos hélices idénticas a las antee

riores.

Replicacidn del ADN en bacberias

Debido a 1la complejidad de las células de eucariotes y a sus
complicados mecanismos de regulacidn, la mayor parte de las invese
tigaciones realizades hasta ahora para dilucidar el mecanismo de la
replicacidén del ADN se han hecho en bacterias, aunque las investi-
gaciones en células de organismos superiores han avanzado répidamene
te en los Ultimos aflos.

Se sabe que la replicacidn del cromosoma en bacterias abarcea
dos grandes procesos: la iniclacién de la sfntesis del ADN y la e=
longacidn cromosdmica, siendo el primero de ellos la etapa regulatoe
ria.

Entre los ofganiamoa inferiores, Escherichia Coli ofrecid la
ventaja de la gran informacidn gendtica existente, siendo ademés
sus caminos metabdlicos bastante conocidoa.

Bstudios bloqufmicos y genéticos sugirieron que en E. Coll ocu=
rrfan los sigulentes sucesos durante la elongacidén de su cromoso=
ma (2-3--5-6=7-8);:

a) El desenrollamiento de las cadenas parentales.

b) La sfntesis de fragmentos inicladores de ARN por la ARN po-

limerasa ADN dependlente.

¢) La extensidn de los inicladores por una ADN polimerasa, for-
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mando los llamados segmentos de Okazaki. (Estos son frage
mentos compuestos de una pequefia parte de ARN unida & ADN).
d) La remocién del ARN por la RNAsa H.
e) El llenado de los intervalos vacfos.

f) La unidn covalaente de los fragmentos de ADN por una ligasa.

ADN polimerasas en procariotes

En E. Coli se conocen tres polimerasas, La polimerasa I, alslae
da por Kornberg (9) en 1956, fue la primera enzima relacionada a la
sfntesis de polideoxinucledtidos, La ADN polimerasa II fue aislada
simul tdneamente por Kornberg y Gefter (10) y por Knippers (11). Por
dltimo la ADN polimerasa III fue encontrada por Kormberg y Gefter
(12-13-1l).

Existe una clase importante de mutaciones condiclonales en bac=-
terias y fagos que permite a éatos multiplicarse a 30°C, sungue no
a j2°C. En E, Coli el uso de mutantes termosensibles afectadas en
los distintos procesos que involucran la replicacidn del ADN y la
divisidn celular mostrd ser una muy buena herramienta para el anée
lisis de estos procesos.

La evidencia de que distintas polimerasas realizan distintas
funciones proviene del estudio de estas mutantes. El hallazgo hecho
por De Lucia y Cairns (15) de que una mutante de E. Coli deflciente
en 1la ADN polimerasa I es capaz de crecer normalmente sugirid que
esta enzima solemente repara el ADN, Por otro lado, experimentos he-
chos con una mutante termosensible de E. Coli para la ADN polimera-

sa III, 11levd a 1la conclusidn de que esta enzima es la responsable
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de la replicacidn en esa especis.

Wickner (16) y otros, estudiando la conversidn enzimdtica de
ADN circular de una sola cadena de los virus M13 y §§x17h & su forma
replicativa de duplex revelaron una nueva forma de ADN pol III cono-
clda como ADN pol 111 y que seria la enzima responsable de esta

replicacién.

Replicacidn del ADN en células eucariotes

Debido & que no hay todavia mutantes de replicacidn de ADN en
células eucariotes, la investigacidn de la sfntesis del ADN y su
control en organiamos superiores requlere un slistema que permita no
88lo el estudio de diferentes enzimas, sino también correlacionar
actividades bioquimicas con funciones celulares.

Poco se conoce todavia sobre la replicacién del ADN en células
de organismos superiores, La mayor parte de las lnvestigaclones se
han reéliiado en sistemas subcelulares aislados, como en el caso
del nficleo.

Por sstudioé de radioasutograff{a, Hubbermsn y Riggs (17«18), ob-
servaron que el ADN de células de eucariotes se replica teniendo
una estructura con puntos de crecimlento en forma de tenedor.

Ellos mostraron que: _

a) Durante la fase S de c8lulas de meamfferos en cultivo la re=-

plicacidn del ADN se produce en unidades que estén distri-
buidas en tandem,

b) Desde cualquier punte de iniciacidn u origen, la replicacidn

progresa bidireccionalmente (por medio de dos teﬂedorol di-
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vergentes), con una velocidad de aproximadamente 0.5-1.21pn/
min.

¢c) Los intervalos entre orfigenes varfa entre 15 y 120 pm.

d) La replicacidn puede comenzar desde orfgenes vecinos en fore

ma escalonada en el tiempo.

Por otro lado, estudios hechos sobre los cromosomas en estado
mitético de células enteras de varios organismos indicaron que exis=
ten concurrentemente varios sitios de replicacidn del ADK. Esto se
demostrd dando pulsos de timidina tritiada durante la fase S prece-
dente (19).

Despuds del descubrimiento de los segmentos de Okazaki en pro-
cariotes muchos investigadores han tratado de detectarlos en célu=
las de mamfferos y en algunos casos con resultados positivos,

Segiin Huberman y Horowitz -(20) estos segmentos existen, pero.
la posibilidad de encontrarlos depende de los métodos de preparacidnm.
Las investigaciones hechas hasta el momento sugieren que en células
de sucariotes existen unidades de replicacidn y que la sfntesis de
ADN es discontinua, procedliendo en pasos que involucran la formacidn
de pequefias plezas que luego se unen para formar el cromosoms comple-
to (21-22-23),

En forma andloga a los descubrimientos de Okazaki en E. Coli,
en eucariotes también estos segmentos se iniciarfan con un fragmen-
to de ARN. Esto fue demostrado por varios investigadores (24-25).
Pigiet, Eliasson y Relchard llegaron a esta conclusidn usando nicleos
alslados de cultivos de células de fibroblastos de ratdon infectados

con polioma.
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Estos autores proponen que la replicacidn del ADN en eucario-
tes se llevarfa a cabo por un mecanismo semejante a la replicaecidn
en procariotes, es decir por:

a) Iniciacién de nuevos fragmentos por una ARN polimersasa,

b) Extensidn de la cadena por una ADN polimerasa.

¢) Remocidn del segmento de ARN por 1a RNAsa H.

d) Llenado de ;oa lugares vacfos por una ADN polimerasa.

e) Unidn de los intermediarios por una ADN ligasa.

Taylor (21) y colaboradores observaron que los segmentos de
Okazaki estarfan unidos a secuencias de nucledtidos que podrfan ser-

vir como sitios de iniciacidn para el crecimiento del ADN,

Estructura del cromosoma de eucariotes

Investigaciones morfolégicas .y qufmicas de los cromosomas de
los organismos superiores revelaron gue estfin compuestos de complie
cadas Qétructuraa nucleoproteicas, formando ovillos cuyas fibras
tienen un espesor de 200 i- cada una. _

El ADN de los cromosomas estd asociado a clertas protefnas bd-
sicas, las protaminas y las histonas, que se enrollan alrededor de
la doble hélice. Otras protefnas se combinan periddicamente con
esas protefnas bdsicas y con los grupos fosfato del esqueleto del
ADN y probablemente son responsables por las alteraciones tintdreas

de los cromosomas durante el ciclo celular (27). También se encon=
traron ADN y ARN polimerasas unidas al nicleo y al ADN.
No es claro cual es la disposicién de las histonas en el cro=

L}

mosoma, pero aparentemente dos moléculas de ADN se unen lado a lado
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por medio de proteinas para formar una fibra,

g1 catt y el Mg** jugarfan un rol importante (28) en la estruc-
tura del cromosoma. Esto fue propuesto por varios investigadores que
observaron el efecto ejercido por agentes quelantes.

En los organismos superiores el plegamiento y condensacidn de
la molécula de ADN asparentemente continua, en un Unico cromosoma,
hace diffcil entender la replicacidn a nivel celular.

Aunque la estructura del cromosoma sufre cambios complejos y
cfclicos durante la mitosis, la meiosis y la espermiogénesis, en to-
dos los casos la unidad bésica es la molécula nucleoproteice macro=-
molecular y filamentosa, Si bien la mayorfa de los investigadores (19)
apoyaron 1la idea de una uUnica pleza de ADN duplex por cromosoma, ale
gunas otras observaciones introdujeron dudas al respecto. S8lo re-
cientemente, midiendo las propledades viscoeldsticas del ADN de los
cromosomas de Drosdfila, se ha podido mantener este largo polfimero
en solucidn y efectuar as{ las mediciones (21).

En c8lulas de organismos superiores se cree ahora que el ADN
cromosomal estd constituido por subunidades funcionales. Las més pe=
quefias son los segmentos de Okazaki, de alrededor de 1.200 nucledti-

dos que corresponden a O.M.Pm de ADN helicoidal y las mayores tlemen
ZJFm y contienen por lo tanto aproximadamente 6.000 nucledtidos,

La iniciacidn, por 1o menos en algunos sitios, se debe & pore
ciones de ARN, las cuales estdn unidas a los fragmentos de ADN nae.
clente,

De acuerdo con Davidson, en el cromosoma existen segmentos de

alrededor de 9.060 nucledtidos que estdn separados por secuencias
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repetidas de aproximademente 300 nucledtidos.

Taylor y colaboradores (21) mostraron que las secuencias del

ARN que sirve como iniciadores en los segmentos de Okazakl son come

plementarias a una parte de estas regiones repetidas.

Sintesis de ADN y ciclo celular

En células eucariotes el ciclo celular consta de dos partes

fundamentales (29-30): la interfase y la divisidn,

a)

b)

La interfase:ea un largo perfodo de crecimlento que a su ves
puede subdividirse en varias etapas: Gl, Sy Ga.
Despuds del perfodo Gl’ en el cual se sintetizan los consti-
tuyentes necesarios para la duplicacidén del ADN y otras sus-
tancias celulares, comienza el perfodo S, en el cual se re=-

plica el material genéticp. Ya completada la duplicacidn

del ADN, la célula entra en la etapa final de la interfase,

perfodo G, en la cual culminan los preparativos para la di-
visidn.

La duracidn de los distintos estados en células diferentes
varf{a, pero esta variacidn es pequefia entre células de una

misma especie. Los cambios mayores se encuentran en Gl, slen~

do 62 v S bastante constantez. fn 1a mayorin de ise c8iHids
de mam{feros 1a fase S tarda de 6 a 8 horas y la fase G2 de
3 a 5 horas. La fase 61 sin embarge puede tardar desde unas

pocas horas a varios dias.

La divisién o mitosis: es un perfodo relativamente corto res-

Ll

pecto a la interfase por medio del cual se producen dos cée
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lulas hijas.

Este ciclo se repite en cada generacidn celular. Bajo condi-
clones de temperatura y nutricidn determinadas es constante
para cada tipo de célula., En la mayorfa de las plantas y
animales el ciclo entero tiene una duracidn de alrededor de
veinte horas, de las cuales sdlo una corresponde a l1la divi-

81én celular y el resto a 1la interfase,

Sfntesis de ADN en nicleo aislado

Debido a la complejidad de los organismos superiores es diffcil
estudiar los mecanismos de replicacidn del ADN in vivo. Es por ello
que la mayor parte de las investigaciones se han realizado en ni-
cleos aislados.,

Aunque es muy complicado determinar el efecto del procedimien-
to de aislamiento sobre la capacidad del nidcleo para sintetizar ADN,
dado que la cantidad de protefnas nucleares que se pierde es desco-
nocida, en general esos experimentos dan amplia justificacidn para
trabajar con nicleos aislados como método para delinear los mecanis-
mos de sintesis de ADN (31).

En estudios con células sincronizadas se comprobd que la repli-
cacidn de ADN en niicleos de mamiferos es un proceso muy ordenado que
necesita a un tiempo determinado sfntesis de AKRN y protefnas.

Los requerimientos para la sintesis de ADN en nicleos aislados
fueron ya descriptos en los primeros estudies sobre el tema (32).

Se sabia que el niicleo necesitaba lod cuatro deoxiribonucledsidos
trifosfatos (dATP, dCTP, dGTP y dTTP) un iniciador de ADN y Mg' ¥ (33).

La velocldad de sintesis en nilicleos aislados era muy pequefia compa-
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rada con la velocidad in vivo. Este hecho fue atribufdo a los efec-
tos producidos por los procedimientos de aislamiento.

La cromatina enddgena puede actuar como iniciador y templado
para la polimerasa nuclear (34). Probst y otros mostraron que sus
preparaciones nucleares sintetizaban ADN cuando se les agregaba los
cuatro deoxinucledsidos trifosfatos, ug** y un exceso de ATP sin ne-
cesidad de iniciador. Pero la mayorfa de esos investigadores nota=
ron que 1la sfntesis de ADN se incrementa significativamente si se
agrega un iniciador apropiado.

Existe evidencia (35) que la cromatina nuclear puede ser un
factor limitante de 1a sfntesis de ADN in vitro debido a su inefi-
clente capacidad como iniciador, Burgoyne (36-37) y colaboradores
demostraron usando hfgado y timo de ratdn que existe una endonuclea-
sa que es dependiente del idn Ga*"', que crea rupturas en el ADN del
nicleo estimulando la sintesis del ADN.

Lynch (33) y otros mostraron que el tratamiento de nicleos nors
males con DNAsa pancredtica aumenta la sfntesis de ADN y este efec-
to es parecido al producido por la exonucleasa III sobre cromatina
de esperma (38).

Varios investigadores encontraron que sus preparaciones nucleas
res necesitan ATP para obtenmer una mdxima actividad de la ADN poli=.
merasa, Aungue noO se gonoce todavia el rol del ATP.

Se han hecho muchos estudios para determinar si el proceso de

sfntesis de ADN y el producto formado en ntcleos aislados se pearece

al de 1la célula entera,

Priedman y Mueller (31-39) encantraron que nlicleos aislados de
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¢8lulas HeLa en fase S, aparentemente contintan in vitro la sfnte-
sls comenzada in vivo. El producto de la reaccidn in vitro es s=en-
sible a la DNAsa y su densidad y perfil de sedimentacidén similares
al ADN extrafdo de nicleos de células Hela.

Kidwell y Mueller (L40) mostraron que el ADN hecho in vitro por
nicleos aislados se sintetiza en forma discontinua, de manera seme-
Jante a lo que ocurre in vivo.

Schandle y Taylor (L1) dieron pulsos de timidina marcadea & nd=
cleos aislados produciendo cortos segmentos de ADN radioactivos que
eran convertidos a unidades mayores por la adicidn de ATP, segura-
mente por la accidn de una ligasa.

Otros investigadores llegaron a la conclusidn que la sfntesis
de ADN en sus fracclones nucleares era una continuacidn de la repli-
cacidn in vivo y que la habilidad del nicleo para replicar el ADN
in vitro dependfa que la célula intacta hublera estado sintetizando
ADN.

Wagar (L42) y otros investigadores lograron que nicleos aislados
de hfgado y timo de ratdn replicaran su ADN sin el agregado de ini-
ciador exdgeno, Luego estudiaron por medio de andlisis quimico la
secuencia del ADN producido, obteniendo una composicidn muy similar
a la que observaron al analizar directamente ADN de higado de ratdénm
obtenido a partir de célula entera. Esto sugirid que la ADN polime=
rasa usa como templado para la replicacidn su ADN celular,

Tambidn existe evidencia de reparacin (33) del ADN en nicleos
alslados de higado de ratdn.

Estas y otras propiedades del nicleo sugleren que estos funcio-
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nan in vitro como lo hacen in vivo. Asi también, nlicleos aislados
parecen responder a mecanismos de control celular para la sfntesis
de ADN.

Esto fue demostrado por Thompson y Mc Carthy (L3-L);) que encon-
traron un factor clitoplasmético soluble de células que estdn replie
cando activamente su ADN y que es capaz de estimular diez a veinte
veces nlicleos de células que no sintetizan ADN in vitro, como es el
caso de hfigado de ratén y eritrocitos de pollo. En esos experimentos
no hubo agregado de iniciador exdgeno, de tal forma de permitir al
nicleo, en presencia de Mgt¥ y 1os cuatro deoxinucledsidos tri-fos-
fatos, usar la cromatina enddgena,

Esos resultados son similares a los obtenidos por otros inves-
tigadores utilizando ndcleos de células HeLa sincronizadas y frace

ciones citoplasmiAticas de distintgs fases del ciclo celular.

Control de la replicacién del ADN

Hay evidencias contradictorias sobre el control de la replica-
cidn del ADN en células eucariotes.

En algunos sistemas 1la simple presencia o ausencia de ADN poli-
merasa puede ser uno de los factores primarios del control de la
sfintesis de ADN.

Cuando se estimula linfocitos con fitohemoaglutinina (L5) pasa
un tiempo antes de que las células se dividan. Durante este tiempo
las células deben sintetizar la ADN polimerasa, existiendo una exce=-
lente correlacidn entre la velocidad ha sfntesis del ADN y la can=-

tidad de polimerasa,
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En otros casos la sfntesis de ADN parece independiente del ni-
vel de la ADN polimerasa. Por ejemplo: higado de ratdén em regenera=
cidn. En este caso (U8) la replicacién del ADN cesa naturalmente
pero el nivel de ADN polimerasa se mantiene alto.

El control de la replicacidn en embriones de erizo de mar (L6-
L7) es también independiente de la sfntesis de nueva enzima, per=
sistiendo una alta actividad enzimfitica desde el huevo hasta el es-
tado de bléstula. Aquf el control parece involucrar una transferen-
cla de la enzima del citoplasma al nicleo, posiblemente por la dise

ponibilidad de nuevos sitios enzimfAticos sobre la cromatina nuclear,

ADN polimerasas de células eucariotes

En mamfferos se han aislado varias especies moleculares de ADN
polimerasas de citoplasma, nficleo .y mitocondria, en distintos esta-
dos de desarrollo o diferenciacidn, aunque todavia no se sabe cual
es la enzima responsable de la replicacidn cromosdmica.

Este problema se ha complicado alin mds con el descubrimiento
por Temin y Mizutani en 1970 (L49), de una ADN polimerasa que es de-
pendiente de ARN de virus y que se ha encontrado en células leucé-
micas y en algunos tumores (50).

En 1a mayor{a de las células de eucariotes se han encontrado
dos enzimas que se diferencian por sus pesos moleculares, ubicacidn

celular y otras propiedades y que segin la nomenclatura establecie
da (51) actualmente se las denomina ADN polimerasa OCy ADN polime-

rasa @. También existe otra ADN polimerasa encontrada en. muchsas

células animales conocida por ADN polimerasa 8, a la que anterior-
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mente se denominsba R-ADN polimerasa, Eata enzima cataliza la sinte-
sis de poli (dT), usando como templado poli (rA). Por Gltimo estd

la ADN polimerasa mitocondrial designada: ADN polimerasa mt.

Propledades de las ADN polimerasas

ADN polimerasa OK

Es la enzima cuya actividad aumenta en células en crecimiento.

Esta enzima, de alto PM (1.1-2.2x 105

daltons) y coeficiente de sedi-
mentacién 5-8s, se encuentra predominantemente en el citoplasma sun-
que también se encuentra en el niicleo (51). Forma agregados a baja
fuerza 1énica, y coplia muy bien duplex de ADN con cortes gque contie-
nen grupos 3'0OH libres (52). Es muy sensible a los inhibidores de
grupos sulfhidrilos. Tiene un ph éptimo cerca de la neutralidad, cuan-
do se usa como 1niciador-tamp1adQ'ADN activado.

Esta enzima es inhibida por altas concentraciones de actinomi-
cina D y baja concentracidén de hem y bromuro de etilo. También es
inhibida por ¢< neomicina, Acido poliuridflice, nitrosoureas, isocia-
natos, 5-trifluor-metil-2'deoxiuridina-5'trifosfato, arabinofurano-
81l citosina trifosfato y derivados de la rifampicina,

Por los métodos de alslamiento usados hasta ahora, estes enzima

no estd asociada a ninguna actividad de nucleasa, ni cataliza inter-

cambios de pirofosfato con los deoxinucledsidos trifosfatos (52-53).

ADN golimeraaaié

Es una enzima de bajo PM (l_|_-5x;1qh daltons) con un coeficlente
de sedimentacidn de 3-lis (51-5l4). Se encuentra en el niicleo y a baja

fuerza 1énica puede existir como agregados, Esta enzima copia efi-
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clentemente duplex de ADN con cortes y a una velocidad menor puede
reproducir la parte de ribohomopol{mero de complejos como (A)ndTig-

Es insensible a inhibidores de grupos sulfhidrilos (56). Tiene
un ph dptimo alcalino cuando se usa ADN activado como iniciador-tem-
plado.

La enzima purificada no tiene actividad de nucleasa ni catalie
za intercamblo de pirofosfato. Y aunque requiere los cuatro deoxi-
nucledsidos tri-fosfatos para su mdxima actividad, puede ser signi=

ficativamente activa con sdlo uno, dos o tres nucledtidos en pre=-

sencia de ADN activado como templado.

ADN polimerasa §

Representa sdlo 1-2% de la actividad total de la ADN polimerae
sa celular y estd presente em el nicleo y citoplasma (51-57).

En células Hela se encontrd que la polimerasa ¥ tiene dos com~
ponentes, I y II, El PM de ambos es 110.000 daltons y difieren en
su capacidad para leer varios ribohomopolfmeros tales como poli (I),
poli (C) o poli (U). La forma I (58) copia bien poli (A) y pobre-
mente los homopolimeros poli (C), poli (I) o poli (U) mientras que
1a forma II copia bien todos los homopolimeros.

Estas dos formas enzimfticas, separables por columnas de hi-
droxiapatita, se comportan tambi én eu forma distinte en presencia
de sal o etanol y ninguna dn las dos es inhibide por el antisuero
que inhibe la transcriptasa inversa de virus de tumores de primates

.y ratones.

Esta dltima propledad, junto al hecho de que esta enzima no co=

pia ARN, 1a diferencia de 1a ADN polimerasa ARN dependiente de los
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virus oncogénicos a ARN,

Por otro lado, la ADN polimerasa J se diferencia fAcilmente de
las otras ADN polimerasas dependientes de ADN por su capacidad en
copiar ribohomopolimeros como (A)ndT-- a mucho mayor velocidad que

15
el ADN activado. Requiere grupos sulfhidrilos para su méxima actie

vidad.

ADN polimerasa mt

Encontrada en las mitocondrias, tiene un peso molecular de al=-
rededor de 1.5 x 105 daltons (51-59). Las preparaciones de que se
disponen contienen actividad de endonucleasa y son capaces de CO=
plar ADN duplex a una velocidad significativa, lo cual las diferen-

cia de las otras polimerasas celulares,

Fisiologf{a y funcidn de las ADN polimerasas

ADN polimerasa © y ADN polimerasa f

Bellair (60) e Iwamura (61) y también Ove (62-63) y colaborado=
res separaron las dos polimerasas de extractos crudos de células de
higado de ratén por cromatograff{a, usando filtracidén por geles. E-
1los observaron que ambas enzimas requerfan los cuatro deoxiribonu-
cledsidos-trifosfatos y llg'”', pero se diferenciaban en cuanto & su
preferencia por iniciador. Mientras que la ADN pol o< preferfa ADN
desnaturalizado de bajo PM, la ADN pol @ utilizaba mejor el ADN na-
tivo.

Baril (6L4-65) y otros investigadores encontraron que la ADN
pol @astaba asociada a los fragmentos de membrana del sobrenadante

post-microsomal.
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Chiu y Sung (66-67) describleron dos ADN polimerasas de cerebro
de ratén en desarrollo similares a las enzimas de higado de ratédn.

Adams (68) y otros trabajando con cultivos de células L de ra=-
tén, encontraron dos actividades de ADN polimerasa en la fraccién
nuclear. Una de ellas prefiere ADN nativo como iniclador y se encuen-
tra firmemente unida dentro del nicleo. Los PM obtenidos para esta
enzlma son de 3.5 x 10h, T x 10h ¥ 1.k x 10° daltons, lo que sugie=
re que se agrega para formar di{meros y tetrdmeros.

La otra enzima se encuentra ademis en el sobrenadante y muestra
mayor actividad con ADN desnaturalizado. Tiene un PM aproximado de
2.5 x 105 daltons. Esta enzima se encuentra mfs firmemente unida al
nicleo durante la fase S del ciclo celular, lo que es consistente
con 1la idea de una translocacidn de las especies de alto PM desde
el citoplasma al nficleo en células de mamf{feros como ocurre en el
caso de embriones de erizo de mar.

Wicha y Stockdale (69) encontraron dos ADN polimerasas en cé-
lulas embrionarias de misculo antes de su diferenciacidn. Una de es-
tas enzimas, 1la ADN pol P de bajo PM es predominantemente nuclear
y prefiere ADN nativo como iniciador, La ADN pol X de alte PM, pro-
viene de 1la fraccidn citoplasmdtica y prefiere ADN desnaturalizade
0 con cortes.

Weissbach y colaboradores (56) describieron dos ADN polimera=
sas en ndcleo de células humanas en cultivo, una mds grande y otra
més pequefia. Ademés hallaron una enzima citoplasmética similar a la
de mayor tamafio encontrada en nicleo. '

Una distribucidn enzimAtica parecida se describid em un culti-



25

vo de células KB (70).

Craig y Keir (71) purificaron y caracterizaron la ADN pol Xy
ADN pol @rde células BHK y encontraron que estas enzimas diferfan
marcadamente en su ph dptimo, en la inhibicidn por N-etilmaleimida
y en la capacidad de usar algunos templados sintéticos. Tambidn es-
tudiaron la distribucidn subcelular de estas enzimas y la heteroge=
neidad de la ADN pol CX (T72-73).

Lazarus y Kitron (7L) aislaron ADN polimerasas citoplasmfticas
de células BHK que tenfan un alto peso molecular (entre 1,5 x 107 ¥
2 x 105 daltons) y concluyeron que eran formas poliméricas de un mo-
némero de 5.4 x 10“ daltons, cuyas propledades eran parecidas (coe=-
ficiente de sedimentacidn, especificidad de templado, resistencia
a la inhibicidn por N-etilmaleimida y heparina)a las de la ADN poli-
merasa nuclear (75-76). -

Por otro lado, Hecht observd un fendmeno similar con la ADN po-
limerasa citoplasmftica de test{culo de ratdn. £l distinguid en es-
te tejido tres polimerasas: una nuclear (3-5 s), otra citoplasméti-
ca (6-8 s). a baja fuerza idnica y una mitocondrial (9-10 s). En-
contrd que 1a mayorfa de 1la actividad (6-8 s) citoplasmftica era con-
vertida por sal a una forma que sedimenta a (3.5 s). A partir de esos
resultados, Hecht postuld la hipdtesis de que la enzima nuclear es

1la responsable de la replicacidn y que la enzima cltoplasmitica ree

sulta de una modificacidn de la nuclear, Estos cambios ayudarfen a
regular la cantidad de enzima nuclear. Por otro lado el movimiento
de la enzima citoplasmftica al niicleo requeriris la conversidn de

la forma (68 s)a ia forma(3-5 sl
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do se inducfa la regeneracidn del higado por hepactectomfa parcial.
Y también era 8sta enzima que mostraba mayor actividad en higado
fetal de ratédn, mlentras que 1la actividad de la ADN pol @'queda préc=
ticamente constante en todos los casos.

Baril (6li) y otros investigadores observaron una situacidn si=
milar en higado de ratdén en regeneracidn.

Chang y Bollum (79) usaron gradientes de sacarosa para determi-
nar las relaciones entre las dos polimerasas de hfgado de ratdn, due
rante el proceso de regeneracidn hepdtica. En este perfodo, la acti=
vidad de la ADN polimerasa O aumenta, mlentras el nivel de la ADN
polimeraaa(? queda cesl constante; y 8ste mismo fendmeno fue obsers
vado por Chang (80) y colaboradores usando células L de ratdn. Cuane
do a esas c8lulas se las cultiva hasta la fase estacionaria la sfn-
tesis de ADN y 1a divisidn celular se para y la actividad de 1a ADN
pol O< disminuye en forma notable.

51 a las c8lulas se las estimula diluyéndolas en medio fresco
1a afntesis de ADN aumenta nuevamente al igual que la activided de
la enzima,

Chiu y Sung (81) relacionaron las actividades de la ADN pol OX
y la ADN pol @ de cerebro de ratén en distintos estados de desarro-
1lo. As{ en cerebelo de ratdn donde 1la divisidn celular es méds ré-
pida despuds del nacimiento, la ADN pol ©< aumenta del dfa 2 al dfa
6 y luego decrece a un nivel casl despreciable en el adulto, mien=
tras que la actividad de la ADN pol G var{a muy poco en ese perfoe
do. Por otro lado en la corteza cerebral, donde no hay casi divie

8idn despuds del nacimiento, la actividad de la ADN pol OC es muy
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reducida a los dos dfas del nacimiento y decrece ain mds hasta ale-
canzar las caracter{sticas del cerebro adulto. La actividad de la
ADN pol Fitambién decrece en forma continua hasta alcanzar los valoe
res del cerebro adulto.

Stockdale y otros encontraron que cuando las c¢élulas musculas
res se unen para formar células diferenciadas, éstas ya no replican
més su ADN nuclear y pierden 90% de la actividad de ADN polimerasa,
A pesar de ello, esas células mantienen su capacidad de reparar el
ADN (82-83). ‘

Weissbach y colsboradores observaron que cuando las células
HeLa se dividen logar{tmicamente la enzima citoplasmética es la que
tiene mayor actividad.

Craig y Keir (8lL) observaron la relacidén de la ADN pol &X y
ADN pol 0 de células BHK en distintos estados fisioldgicos y mostra-
ron que la actividad de la ADN pol &X en células que crecfan exponen-
cialmente es 11.3 veces mayor que en células en reposo. La activie
dad de la ADN pol P , en cambio, es relativamente independiente del
estado fisioldgico de las células. |

ADN polimerasa K

La separacidn de esta enzima y su diferenciacidn de las ADN

pol & y ADN pol (5 en células Hela fue descripta inicialmente por
Fridlender, Weissbach y colaboradores (57). La ADN polimerasa K tame
bién se encontrd en linfocitos humanos (85), embriones de pollo, hi-
gado de ratdén, células de timo de ter?era y en algunos otros teji=-
dos (B6-87).
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La actividad de 1a ADN polimerasa § en células HeLa sincroniza-
das (58), muestra un dUnico aumento justo antes del comlenzo y en
forma paralela a la sfntesis del ADN.

Muchos investigadores han sugerido (51) que la ADN pol K pug=
de estar relacionada a 1a ADN polimerasa dependiente de ARN de los
virus oncogénicos a ARN, reflejando de esta forma la presencia de
partfculas virales en 1la célula. Pero este problema ain no se ha di-

lucidado.

ADN_gg;imeraaa mt

Las mitocondrias y cloroplastos parecen existir semiautonoma-
mente, es decir que su dlvisidn y al menos parte de sus funciones
fisioldgicas son independientes del control nuclear, debido a que
estos componentes celulares contienen su propio ADN (88). Se aisid
y purificé una ADN polimerasa de mitocondria de higado de ratdn
(89-90) y otra de levadura (91).

También se aisld y purificd una ADN polimerasa de mitocondrias
de células HeLa (92-93). Fry y Welssbach (59) mostraron que la po=
limerasa mt de células Hela difiere claramente de la ADN polimera-
sa OC. Una caracterfstica que la diferencia de las otras ADN poli-
merasas celulares, es su incapacidad para copiar el oligo-homopolf-
mero (dC)n dalB'

Soriano (9l) encontrd una polimerasa en mitocondria de cere-
bro de embriones de pollo cuya funcién.no se conoce todavia, Esta
enzima incorpora pfererencialmente dGTP en los polinucledtidos sin-
téticos poli(dG).poli(dC) y poli(da).poli(rC).

En mitocondria de Tetrahimena se encontrd y purificd una poli-
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merasa cuya funcidn in vivo no se conoce pero que es inducida como
respuesta a clertos dafios producidos en el ADN mitocondrial y que
estd presente en grandes cantidades durante los procesos de reparfe
cidn (95).

Finalmente algunos investigadores (93) han discutido la posibi-
lidad de que existan en mitocondria de mamiferos dos polimerasas

distintas, aunque esto no se ha verificado aidn.

Qtras ADN polimerasas de eucariotes

Las ADN polimerasas dependientes de AKN se encontraron en mue
chos virus oncogénicos a ARN y en algunas células infectadas (96-97-
98).

En células normales la bisqueda de estas enzimas resulta bas-
tante diffcil, debido a la presencia de la ADN polimerasa ¥, ya que
ambas enzimas utilizan eficientemente (dT)larA como templado, =i
“bien s6lo las transcriptasas inversas pueden coplar eficientemente
ARN natural.

Otra fuente de confusidn puede provenir del hecho de que las
ADN polimerasas dependientes de ADN pueden usar como iniciadores pe=-
quefios pedazos de ARN. Por ello se hace necesario distinguir entre
1a sintesis dependiente de ARN o aquella que usa ARN como iniciador.
A pesar de ello exlsten algunas evidencias (33) de la existencla de
esas actividades en c8lulas normales, aunque su rol en el metabolis-

mo celular no es claro.

Deoxlnucleotidil-Transferasa

Después del éascubrimionto en células de eucariotes de las ADN
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polimerasas de tipo replicativo, que requieren los cuatro deoxinue

cledsidos trifosfatos, Krakow (99) y otros investigadores encontra-

ron otro tipo de polimerasa en timo de ternera que requiere uno sée
lo de los deoxiribonucledsidos trifosfatos para su méxima actividad.

La funcidn de esta enzima ain se desconoce, aunque algunos in=-
vestigadores la hacen responsable de la diversidad de anticuerpos.

Esta enzima simplemente polimeriza el deoxinucledtido disponi-
ble sobre el grupo 3'0H terminal del ADN de una sola cadena o ADN
nativo.

Yoneda y Bollum (100) purificaron esta enzima y encontrarom que
estd presente en la fraccién citoplasmitica de timo de ternera.
Wang (101) observd esa actividad en la fraccidn proteica no histdni-
ca del nicleo.

Otros investigadores enoontragon actividad de deoxinucleotidil-
transferasa en nicleo de mucosa intestinal de ratdn y en nlicleo de
higado de ratdn.

McCaffrey (102) y otros investigadores encontraron esta enzima

en células de pacientes con leucemia linfobldstica aguda infentil.

Otras enzimas y protefnas ligadas al

proceso de replicacién en eucariotes

Si bien no se conoce afin cdmo es el proceso de replicacidn en
células eucariotes, exlsten algunos hechos que hacen pensar en un
proceso similar al ya descripto para bacterias.

Waqar y Huberman (103), Fox (10L) 'y otros investigadores propu-

sieron que similarmente a lo que ocurre en sistemas bacterlanos y en
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fagos un pequefio pedazo de ARN estfd unido al ADN naciente en organis-
mos superiores y ademds varios investigadores (105-106) postularon

la exlstencia de una ribonucleasa (Ribonucleasa H) que en forma simi-
lar a la enzima de E. Coli hidroliza el segmento de AKN de los hf-
bridos ARN-ADN,.

Estudios hechos por Chang y Bollum (2lj) usando las ADN polimee
rasas de timo de ternera y la polimerasa de bajo PM aislada de médue
la de conejo muestran que sdlo la polimerasa de alto PM es capaz de
usar ARN para iniciar la sfntesis de ADN.

También se aisld (107) una protefna de timo de ternera que des-
doble la doble hélice del ADN y que estimula la polimerasa de alto
PM en este tejido. Esta protefna si bien no parece ser necesaria pa=
ra 1a replicacién provee ADN de una sola cadena como templado y se
asemeja mucho a la protefna alslada por Alberts del bacteridfago Th
esencial para la replicacidn y recombinacidn gendtica del ADN del
fago. for dltimo, tembién se encontrd (33) en el micleo meidtico de
células de Lilium, en el nicleo de espermatocitos y en varios mami.
feros incluyendo humanos, una protefna semejante a la descripta ya
en E. Coli que se une al ADN de una sola cadena y que estarfa invoe

lucrada en el desenrollamiento de la doble hélice.

variacién de 1a ADN polimerasa de l&

célula entera durante el ciclo celuler

Littlefield (108) y colaboradores y luego Gold (109) y Hellei=
ner mostraron la variacidn de la actividad de la ADN polimerasa con

loa distintos suéeaoa del ciclo celular. Ellos usaron células L de
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ratdn sincronizadas con 5=fluor deoxiuridina y luego agregaron ti-
midina para liberar la inhibicidn. Ambos grupos notaron que inmediae
tamente despuds del comienzo de la sfntesis de ADN nuclear, habfe
una pequefin redistribucidn de la actividad de la polimerasa de la
fraceidn soluble a una fraccidn particuleda.

Otros grupos (110) describieron la aparicidn de actividad de
ADN polimerasa previo a cada aumento de ADN en cdlulas de levadura
que se dividfan sincronizadamente. Midieron la actividad enzimfti=
ca solamente en homogenatos de células enteras y encontraron que si
la replicacién del ADN se retrasaba temporariamente 1la actividad de
la polimerasa aumentaba y quedaba sin cambiar hasta tanto el ADK fue=
ra sintetizado.

Howell y Hecht (111) usaron microsporas de Lilium sincronizadas
naturalmente y examinaron la activida® de la ADN polimerasa y la po-
linucledtido 1igasa en la fraccidn soluble preparada de células en=
teras en distintos estados del desarrollo. La actividad de la ADN
polimerasa era alta durante la fraccidn S del ciclo aunque sin una
asociacidn estricta con la replicacidn del ADN. La actividad de 1la
ligasa sin embargo fluctuaba en forme directa con el perfodo S, sue
giriendo que el nivel de actividad de esta enzima podfa estar invo-
luecrada de alguna forma con la replicacidn del ADN.

Otros investigadores criticaron (112-113) estos métodos de sin-

cronizacidn por bloqueo fisioldgico de la sf{ntesis de ADN aduciendo

»
que esas células estén sujetas a un crecimiento no balanceado al 1i-

berarlas del blogueo, pudiendo provocar muchas alteracliones celulse

res que deben tenerse en consideracidén al interpretar los resultsdos.
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Para evitar esta situacidn se usd un método de sincronizacidn
mecfinica (33), eligiendo directamente células en mitosis.

Sus resultados (33) indicaron que la actividad de la ADN polie
merasa en las fracclones particuladas y solubles eran mayores duran-
te la fase S del ciclo mientras que la actividad de la DNAsa permae
necfa constante durante todo el ciclo.

La informacidn obtenida por los grupos que usaron este método
de sincronizacidén mecénica no es clara ya& que con esta forma de see-
leccidn se obtiene sélo sincronizacidn parcial. Esto es debido =
que cambios rédpidos o pequefios durante el ciclo celular no se manie
fiestan claramente.

Por Qltimo existen también algunos estudios en Chlorellsa (11l)
y Tetrahymena (33) que muestran un aumento continuo en la actividad
de la ADN polimerasa durante variog ciclos celulares concluyendo
que 1a replicacidn del ADN en esos organismos no es regulada por la

cantidad de enzima en la célula.

Variacién de 1a ADN polimerasa nuclear durante el clclo celular

Existen pocos estudios relativos a nicleos alslados de células
sincronizadas en donde se determine la cantidad de ADN polimerasa a-
soclada a las diferentes fases del clclo celular. Esto es debido prin-
cipalmente al hecho de ser muy diffcil 1la obtencidn de células sin-

oronizadas, como para alslar nicleos en cantidades suficientes que

permitan ensayar esas enzimas,
Brewer y Rusch (115) encontraron un pequefio aumento en la actie

vidad de la ADN poﬁimaraaa en nicleos aislados de células en fase S.
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Cuando se le agregaban conjuntamente un iniciador y espermina
este aumento era mucho mayor., No se sabe el efecto que tiene la ese
permina sobre el nilicleo, pero ellos sugieren que esta sustancia po=-
dria liberar o activar la ADN polimerasa, que luego usarfa el ini-
ciador para la sfntesis. Estos resultados dan argumentos en contra
a la hipdtesis de que 1a cantidad de enzima en el nicleo es el face
tor que controla la iniciacidn de la replicacidn del ADN. El proce-
so de aislemiento podrfa ser el responsable de la inactivacidn de
la enzima y la espermina podrfa actuar quizés reactivando le ADN po=-
limerasa.

Hecht (116) examind la actividad de la ADN polimerasa durante
el ciclo meidtico naturalmente sincrénico de la microespora de Lilium
y observd un aumento marcado en la actividad de la polimerasa unie
da al precipitado obtenido por centrifugacidén a alta velocidad, en
la profase meidtica.

Goﬁtrariamente no habfa variacidn de 1a actividad de 1a polime=
rasa del sobrenadante, durante el eiclo celular meidtico.

Esos experimentos sugleren (33) una correlacidn entre las fases
del ciclo celular ya sea mitdtico o meidtico v el nivel de ADN poli-
mernasa nuclear o asociada al nicleo.

Otros investigadores (117) sincronizaron células Hela bloquean-
do 1a sintesis de ADN con ametopterina y mostraron que al liberarlas
del inhibidor, la actividad de la polimerasa en nucleo aumenteba &
medida que las células comenzaban a sintetizar el ADN, y luego dis-
minufa a medida que la mayorfa de las células habfan sufrido ya mi-

tosis y no replicaban su ADN.
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Friedman (118) extendid estos estudios para incluir la activie
dad de las polimerasas nuclear y citoplasmética durante todo el ci-
clo. Nuevamente usé células HeLa sincronizadas y mostrd que mien-
tras la actividad de la polimerasa nuclear, usando ADN desnaturalie
zado como iniciador, llegaba a un méximo durante la fase S del ciclo,
la citoplasmatica permanecf{a constante précticamente durante todo
el ciclo.

| Pansler y Loeb (lj6-}47) han estudiado la relacidn entre 1a ADN
polimerasa y la replicacidn en niicleos de embriones de erizo de mar,
teniendo en cuenta 1la ventaja de su sincronizacidn después de ls
fertilizacidn. Los nicleos fueron aislados de embriones en distine
tas fases del ciclo de divisidn, usando tres ciclos celulares (2«16
cédlulas). Los resultados obtenidos indican que 1a actividad de la
polimerasa en nicleos aislados de cflulas durante la fase S era cin-
co a dlez veces mayor que en fracclones similares alslades de em=-

briones en los perfodos G, y mitético. A medida que la sfintesis de

2
ADN se completaba la actividad de la ADN polimerasa cafa a un nivel
algo mayor que antes de comenzar la fase S. La disminucidn dé actia
vidad de la enzima a medida que el perfodo S se completa no parece
ser resultado de un inhibidor que actia sobre la polimerasa, aungue
no se ha hecho un estudio exhaustivo sobre el tema.

Debido a que la actividad de la polimerasa del embridn entero
se mantiene constante durante todo el ciclo celular, Fansler y Loeb
concluyeron que 1a disminucidn de la actividad enzimdtica en nilicleo

es debida a una translocacidn de la poiimeraaa hacia el cltoplasma.

Una cantidad residual de enzima queda asocliada con el cromosoms
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durante la mitosis y se acumula en el nicleo con cada divisidn ce=
lular. La translocacidn se repite con cada ciclo.

Craig, Gostello y Keir (73) estudiaron 1la distribucidn de las
polimerasas de extractos de células BHK en las fases GO y S del ci-
clo celular, Ellos encontraron dos polimerasas, una nuclear y otrsa
citoplasmltica, y observaron que existe un cierto grade de asocia=
c¢idn entre la enzima citoplasmética y el niicleo y que esta asocia-
cidn estd relacionada directamente con la velocidad de sintesis de
ADN en vivo, siendo méxima en el pico de la fase S y luego decree
ciendo con la disminucién de 1a sintesis de ADN.

Por otra parte la cantidad de la enzima nuclear no cambie du=-
reante el ciclo. Pinalmente a medida que la velocidad de sintesis de
ADN decrece hacia el final de la fase S, el total de actividad de
la ADN polimerasa en citoplasma alcanza un méximo sélo despuds que

la actividad nuclear ha comenzado a decrecer.

Replicacidn del ADN en linfocitos

Losa linfbcifoa son un excelente sistema celular para investigar
la replicacidén del ADN, ya que ofrecen la posibilidad de estudiar
una célula que se puede obtener en distintos estados com respecto &
la duplicacidn del ADN.

Aislados de sangre periférica normal estfin en estado de reposo.

Algunas de estas células pueden sobrevivir en el cuerpo durante vae-

rios afios sin dividirse y todavia retienen la capacidad de prolife=
rar cuando se las expone a clertos eéiimnloa antigénicoat Cuando &

esns c&lulas se las cultiva in vitro el estado de reposo continda.



38

La sintesis de protefnas, ARN y ADN es mfnima y por eso diffcil de

medir.

Sin embargo, esas células pueden activarse exponiéndolas en un
cultivo a un grupo de sustancias conocidas como mitdgenos (119). La
estimulacidn lleva a una secuencia de cambios moleculares (120) que
culminan con la replicacidén del ADN, la divisidn celular y clertas
modificaciones morfoldgicas. Esos cambios se conocen como blastogd-
nesis y ese sistema puede usarse para estudiar la transicidn de un
estado de reposo a un estado de activa replicacidn.

En la estimulacidn de los linfocitos, uno de los incrementos
mayores en la actividad enzimfitica corresponde & la ADN polimerass,
Este aumento es de 30 a 200 veces respecto a células mo estimuladas
(121) y ello permite estudios mfs detallados de los sucesos que lle=

van a la induccidn de esta enzima,

Linfocitos T y B

En los Ultimos afios se han acumulado un gran niimero de eviden-
cias que prueban la heterogeneidad de los linfocitos (122). Estos
resultados suglieren la existencla de dos tipos de subpoblaciones:
células T y B.

Los linfocitos T provienen del timo en todos los vertebrados
y son responssbles, desde el punto de vista inmunoclégico, de la res=
puesta a nivel celular: hipersensibilidad retardada y rechazo de in-
Jertos.

Por otro lado, los linfocitos B ‘derivan en los péjarcs de la

bolsa de Fabriciﬁs vy en mam{feros se cree que provienen de un drgano
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similar, Su funcidn primaria es la de producir anticuerpos.

A pesar de que las células T no segregsan anticuerpos, se sabe
ahora que juegan un rol importante ayudando (123) en este proceso a
las células B, aunque esta colaboracidn no es siempre esencial (12l).

Ambos tipos de células tienen la capacidad de reconocer entfge-
nos y en este fendmeno participan moléculas receptoras del tipo de
las inmunoglobulinas sobre la superficie de los linfocitos.

Si bien las células B y T son heterogéneas, las c8lulas T tie-
nen en promedio un tiempo de generacidn mayor, son un poco mis gran-
des, mfs densas, menos adherentes a varios materiales (como vidrio,
pléstico, nylon) y estédn cargadas mfs negativamente que las células B.

Por los métodos usados generalmente en los laboratorios, para
aislar linfocitos se obtienen predominantemente células T, con algu-
nas B, macréfagos y un nimero psqqpﬁo de otras contaminantes. Apa-
rentemente la transformacidn de los linfocitos requiere la intersc-

¢idn cohjunta de varias de esas subpoblaciones.

Agentes estimulantes

Los linfocitos humanos pueden ser estimulados por un gran niime-
ro de moléculas. Aquellos que se conocen como mitégenos no especifi-
cos estimulan los linfocitos sin una exposicidn previa y aparentengp-
te no necesitan especificidad inmunoldgica. Entre los mitdégenos de
este tipo, los mas potentes son los extractos de semillas pertene-
cilentes a la familia de las Leguminosae, como la fitohemoaglutinina
(PHA) (125), 1la concanavalina A(Con-A) (126) y los pokeweed (PWM)

(127).

]
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Experimentos hechos por Agarwal, Blumberg y Loeb indican que
si bien la estimulacidn provocada por extractos erudos de distintas
semillas varfa mucho, los cambios observados parecen ser similares
y proporcionales al nimero de células que responden. Aparentemente
los mitégenos actlian sélo como desencadenantes para iniciar una se-
rie de sucesos que llevarfan a la divisidn celular.

Entre los mitdgenos no especi{ficos también estén clertos catio-
nes dlvalentes, productos (128) bacterianos, anticuerpos {(129-130) y
enzimas proteol{ticas,

Los linfocitos pueden ser estimulados espec{ficamente por ant{-

genos a los cuales esas células fueron previamente sensibilizsdas

in vivo.
Mitdgenos no espec{ficos
Fitohemoaglutinina

La'fitonamoagiutinina es el mitdgeno mds utilizado para estu-
diar la transformacidn de 1linfocitos. Es una glicoproteina muy pu-
rificada (131) coﬁ un peso molecular de 138.000.

Tanto la actividad aglutinante de gldbulos rojos como la acti-
vidad mitogénica han sido separadas parcialmente durante su purifi-
cacidén y se han hecho estudios que sugieren que esas actividades
residen en diferentes subunidades (132) de la molécula.

La capacidad de 1la fitohemoaglutinina de unirse a membranas de
eritrocitos permitid purificar un glicopéptido que parece ser parte
del sitio receptor al que se une la PHA. Este glicopéptido tiene un

peso molecular de 2.000 y al unirse a la PHA le impide actuar como
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mitdgeno sobre los linfocitos. Este hecho suglere que esta molécula

o mlguna similar sirve de unidn entre los linfocitos y la PHA,

Concenavalina A

Este mitdgeno es una metaloprotefna que no tiene la parte de
hidrato de carbono (133-13l). Esto muestra que el grupo carbohidrato
no es un requerimiento absoluto para la estimulacidn de los linfoci-
tos y que los mitdégenos no son necesariamente glic0protainaa.

La Con-A tiene unida una molécula de Ma¥*¥., Este catidn, junto
con Gd++, estdn presentes en una serie de mitdgenos extrafdos de se-
millas. Experimentos hechos con quelantes indican que estos mitdge-
nos requieren cationes fuertemente unidos para su actividad (135).

La estimulacidn de los linfocitos por Con-A puede revertirse
por azlcares con residuos D-manosil o D-glucosil (13)). En cambio,
la estimulacidn por PHA se 1nh1bo'por residuos N-acetil-D-galactosa-

mina.

Enzimas y moléculas pequefias

Hay otro grupo de sustancias que actdan en grado menor, estimu=

lando los linfocitos.

Estas son enzimas proteolfticas, cationes divalentes como el
Zntt, o1 Hg** y el periodato de sodio.

Las enzimas proteolf{ticas alteran la membrana celular y parecen
tener un rol en los primeros sucesos de la estimulacidn (136).

El periodato aparentemente provoca cambios qufmicos en grupos
de agzlcares de la membrana celular (137). El mercurio actla sobre

los grupos sulfhidrilo de muchas protefnas y el zinc es un metal que
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se une fuertemente a enzimas y protefnas. Estos cationes provocan
sélo una pequefia estimulacidn en concentraciones que no sean tdxicas

para 1las células.

Ant{genos

Los linfocitos de sangre periférica humana pueden estimularse
en cultivo por ant{genos a los que hayan sido expuestos anteriormen=
te in vivo, por ejemplo:; la tuberculina y la toxina del t&tano. Pero
los antfgenos sdlo estimulan un pequefio porcentaje de las células
en una poblacidn.

Aunque los mitdgenos y los antigenos parecen activar a los lin-
focitos por mecanismos distintos, la mayoria de los estudios indicen
gue una vez que estas células son activadas los cambios moleculares
que sufren son muy semejantes, independientemente de la forma que se

usd para esa activacidn.

BeaAnlsnw de AGAION Ge 1oa mildpennd

Existe poca duda ahora que la reaccidn inicial de los linfoci=
tos con los mitdgenos tiene lugar a travds de receptores de la super=
ficie celular. En 1972 Greaves y Bauminger (138) mostraron que cusne
do los mitSgenos se unfan covalentemente a partfculas de sefarosa,
eran igualmente capaces de estimular los linfocitos de ratdn. De es-
ta forma demostraron que estos agentes no necesitan entrar en la cé-
lula para provocar la estimulacién. En esos experimentos se vid que
el complejo de sefarosa-PHA estimulaba células T y B, mientras gue

1a PHA soluble estimulaba sdlo las células T.

El concepto de que 1los mitégenos no entran a la célula estd
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apoyado por otros experimentos en que se estimulan c&lulas B con
Con-A unida quimicamente a placas de Fetri (139) o unidas & partf-
culas de acrflico (1L40).

Muchos de los sucesos que ocurren inmediatamente después de la
estimulacidn de los linfocitos son cambios en el metabolismo nuclesr
y es diffcil visualizar cdmo alteraciones de la membrana celular pPro=
ducen cambios dentro del nicleo. Existen diversas teorfas al respecto.
Hirschhorn (141) y otros observaron que la estimulacidn de los lin-
focitos produce 1la liberacidn intracelular de enzimas de lisosomas
ylpoatularon que estas enzimas podrfan migrar al nidcleo para iniciar
la activacidn de los genes. Otros investigadores (119) encontraron
que inmediatamente después de la estimulacidn con PHA hay un aumento
del AMP cfclico y propusieron que este metabolito actuarfa como men-
sajero intracelular. Quastel y Kaplan (119) observaron que la estie
mulacidén por PHA provoca un sumento en el transporte del K*; sugie

riendo que este cambio podria afectar la estructura de las nucleoe

protef{nas.

Cambios moleculares asociados a la activacidn de los linfoecitos

Los linfocitos humanos de sangre periférica son esencislmente
células en reposo con un nucleo que se tifie densamente y casi sin
citoplasma, La cromatina estd en estado condensado, se pueden ver
sélo unos pocos polisomas en el citoplasma, Cuando & esas células
se las estimula, aumentan de tamafio, su cromatina se vuelve menocs

condensada, el nucleolo se hace mfs visible al microscopio y aumen=

ta la cantidad de citoplasma debido al gran desarrollo de reticulo
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endoplasmético. A las treinta y seis horas de agregado el mitdgeno
algunos de los linfocitos exhiben cambios mitdticos y comienzan a
dividirse.

Usando como mitSgeno PHA las células sufren dos o tres divisioe
nes consecutivas y luego generalmente revierten a c&lulas en repoio.
Apsrentemente estas células pueden volverse a dividir si se las es-
timula nuevamente (1L2).

Varios investigadores han estudiado los cambios moléculares
asociados a la estimulacidn por PHA,

Inmediatamente despuds del agregado de PHA, hay un sumento en
la incorporacidn de uridina en el ARN, seguido por un aumento de ine
corporacidén de leucina en protefna y despuds de veinticuatro horas
de estimulacién algunas c8lulas comienzan a replicar el ADN (119),
como se evidencia por la incorporacidén de timidina que alcanza a um
mfximo en tres a cuatro dfas.

Uh;.aecuencia de sucesos similares ocurren cuando se inicia la
s{ntesis de ADN en otros sistemas, como células de higado estimmla-
das por hepatectomfa parcial o gléndulas salivares estimuledas por
isoproterinol (1L43). En todos estos casos en que se inicia la sfinte-
sis de ADN en células que estaban en reposo, ocurre una secuencla
similar de camblos moleculares.

Loeb divide arbitrariamente los cambios que ocurren durente la
transformacidn de linfocitos en cuatro perfodos (119), y usa el co~
mienzo de la sintesis de ADN como referencia entre experimentos de

distintos laboratorios en los que las condiciones de los cultivos

gson diferentes.
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Dentro de los sucesos que ocurren a las dos horas despuéds de
la estimulacidn se encuentran: alteraciones en la estructura y fun-
cidn de la membrana y cambios en el metabolismo nuclear, En relae
cién a la membrana, los cambios incluyen un marcade aumento en la
incorporacidn de un gran nimero de cationes y pequefias moléculas.
Aparentemente muchos de esos cambios no requieren 1la sfntesis de
nuevas protefnas y se deben sdlo a modificaciones estructurales de
la membranas celular,

Las transformaciones que ocurren en el nicleo parecen deberse
a camblos en las protefnas estructurales y regulatorias del cromo-
soma.

Los sucesos que ocurren entre las 2 y 1l horas despuds de la
estimulacién se centran en los aumentos de la sfntesis de ARN y en
el montaje de los ribosomas para sintetizar las proteinas.

Los cambilos tardfos que tienen lugar entre las 15 y 72 horas
después de 1la estimulacidn estdn focalizados en la sf{ntesis de
ADN (L45) y en el aumento de la actividad de las enzimas ssociadas
a esta replicacidn.

Entre 70 y 80 horas despus de agregada la PHA la incorpora-
cidn de timidina es mixima y luego disminuye hasta que cesa la sfn-
tesis de ADN a los 5 6 6 dfas despuds de la estimulacidn.

Interaceidn de 1a PHA con el nitcleo

Rubin (1hh) y otros investigadores estudiaron in vitro la ine
teraccidn de la PHA con nicleo aisladdé de linfocitos y encontraron

que este mitdgeno puede estimular nfcleos aislados obtenidos de
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linfocitos en reposo. As{ la sfntesis de ARN (medids por la incorpo-
racién de ribonucledsidos tri-fosfatos) se incrementa dos veces. Por
otro lado la velocidad de incorporacidn de los ribonucledsidos tri-
fosfatos en nicleos obtenidos de células estimuladas por PHA es tam
bién dos veces mayor que la obtenida de nicleos de células sin esti-
mular, lo cual suglere una similitud entre los efectos provocados
por la PHA en nicleos aislados con respecto a células intactas.

Los nfclecs tratados directamente con PHA son tembién capaces
de unir actinomicina D en forma més efectiva que nicleos no tratados,
lo cual lleva a pensar que la PHA causa un desenmascaramiento de las
regiones de ADN para la transcripcidén (119).

La acetilacidén de histonas es también mayor en micleos tratados
con PHA, slendo &ste un proceso similar al que ocurre durante la
transformacidn de los linfocitos (145). De todas formas, la estimu-
lacidn directa de la sintesis de ARN en nicleos aislados por PHA no
indica ﬁeceaariamante que el sitio de accidn de este mitdgenoc ses

el mismo que in vivo.

Replicacidn de ADN en linfocitos

Se considera que los linfocitos humanos de sangre periférica’
normal estdn bloqueados en la fase Gl del ciclo celular, periodo en
el cual no hay divisidn.

Esto se hace evidente por:

a) Medidas citoospsctrofbtométricas que indican que los linfoe-

citos periféricos tienen un complemento diploide (2n) de
ADN (146).
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b) Estudlos citoldgicos que indican que la incorporacidn de ti-
midina comlenza entre las 16 y 20 horas despuds de la esti-
mulacién por PHA y siempre precede a 1a mitosis.

c) La acumulacidn de células estimuladas en el punto G1/S del
ciclo celular despuds del agregado de inhibidores de la sfn-
tesis de ADN, De esta forma los linfocitos humanos deben ree
plicar su ADN antes de la divisidn celular y esta replicacién
se correlaciona en el tiempo con el aumento en la incorpora-
cidn de timidina y la actividad de 1a polimerasa durante la
transformacidn de los linfocitos (147-L45).

Experimentos hechos con inhibidores de la sintesis de ARN mues-
tran que ésta es necesaria para la induccién de ADN polimerasa en
linfocitos estimulados por PHA. As{ si se agrega pequefias cantidades
de actinomicina D (0.02 Pgr/hl) (148) a las seis horas despuds de la
estimulacidn se observa un bloqueo en el aumento de la actividad de
la ADN ﬁolimerasa y esto no sucede si el agregado se hace entre las
1l v 72 horas despuls de la estimulacidn,

Por otro lado también existe evidencia de la necesidad de una
concomitante sfntesis proteica para la induccién de las ADN polime-
rasas.

El agregado de puromicina (149) o cicloheximida en cualquier
momento después de 1la estimulacidn y en cantidades suficientes como
para prevenir el 90% de la sintesis de protefna provocada por la
PHA impide también el aumento de la actividad de la polimerasa.

Se puede argumentar que la polimerasa no es sintetizada pero

que esté preaenté en los linfocitos no estimulados y lo que ocurre
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durante la transformacidn de 8stos es la inactivacidn de un inhibi=
dor de la polimerasa,

As{ la sf{ntesis de ARN y protefna seria requerida para inacti-
var el inhibidor. Loeb (121-150) y otros investigadores mostraron
que esto no es 1o que ocurre en experimentos hechos mezclando éxe

tractos de células estimuladas y sin estimular.

Estimulacién por PHA comparada con la estimulacidn por asntfgenos

Este problema no se ha resuelto todavfs aunque se han hecho vae
fioa estudios para investigar la similitud entre la replicacidn de
linfocitos estimulados con PHA y aquellos estimulados por antf{genos.
Lanotte y Panijel (151-152) usaron gradientes de ClGCs para estudiar
la replicacién de células estimuladas con PHA en presencis de bromo=-
uracilo. El nuevo ADN sintetizado era un hfibrido con una cadena pa-
rental liviana y una pesada conteniendo bromo-uracilo. Por otro lado
estimulendo las células por medio de antfgenos con los que se las
habf{a sensibilizado anteriormente se observaban dos especies de ADN,
Se postuld que una de ellas era propia de la estimulacién antigénica
y contenfa genes relacionados a la formacidén de anticuerpos. Por
otro lado Gottlieb (153) y otros investigadores encontraron que tane
to la estimulacién por PHA como la antigénica dan una distribucidn

bimodal del ADN.

Relacidn entre la activided de la ADN

polimerasa y la replicacidn del ADN

Loeb y Agarwal (L5) desarrollaron un método que permite medir

en la misma muestra la capacidad de los linfoclitos para incorporar
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timidina y la actividad de la ADN polimerasa., La velocidad de sinte-
sls de ADN se mide exponlendo los linfocltos estimulados a timidina
tritiada por una hora. Luego, después de lavar las células por cen=-
trifugecidn con timidina no marcada se rompen los linfocitos por con-
gelamiento y descongelamiento y se determina la actividad de la poli-
merasa usando timidina trifbafato-(cx.Paa) como sustrato. Observaron
que la composicidén del ADN sintetizado es similar a la del ADN que
usaron como templado, También encontraron que excepto por un pequefio
incremento de la actividad de la polimerasa justo antes del comienzo
de 1a sfntesis de ADN, la actividad de la enzima se correlaciona exac-
tamente con la velocidad de incorporacidén de timidina. Loeb y Agarwal
sugieren de estos resultados que esta polimerasa estd directamente

relacionada con la replicacidén cromosomal del ADN.

Relacidn entre la replicacidn de ADN en

célula entera y nicleo aislado

Fridlender, Medrano y Mordoh (15l) compararon la capacidad de
sintetizar ADN de linfocitos en reposo y estimulados por PHA usando
células enteras, nlicleos aislados y extractos celulares, También ob-
servaron la actividad de la ADN polimerasa en células estimuladas
y 8in estimular, .

Utilizando como precursor de la sfntesis de ADN (5H)TTP encon=
traron que tanto los nicleos aislados de linfocitos estimulados como
sin estimular incorporaban igualmente bien TTP. Pero esto no ocurria
cuando usaban células enteras; en ese caso sélo los linfocitos esti-

mulados podfan replicar el ADN. La s{ntesis de ADN en célula entera
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se segufa por 1a incorporacidén de (“H)dT. Se encontrd también que
tanto las células estimuladas como las sin estimular contienen ADN
polimerasas, aunque la actividad de la enzima es mayor en los lin-
focitos estimulados. 4

Para explicar todos estos hechos se sugirié que los linfocitos
no estimulados son incapaces de usar dT como precursor de ADN al ni-
vel de célula entera, en cambio poseen la maguinaria enzimftica ne-
cesaria a nivel de niicleo aislado para usar los deoxiribenucledsi-
dos trifosfatos como precursores.

Sus resultados muestran efectivamente que las células estimula-
das por PHA tienen un reservorio de dT mayor que las células no es-
timuladas. Por otro lado se observd que el transporte de P52 no
camblia con la estimulacidén por PHA.

Concluyendo, la disponibilidad de precursores debe constituir
un paso importante en la regulacién de la sfintesis de ADN en linfo-

citos.

ADN polimerasas de linfocitos humanos

Hasta ahora no se han hecho muchos estudios sobre las ADN poli-
merasas de linfocltos humanos.

Bobrow (155) y otros investigadores mostraron la existencia dg
una enzima en las fracciones particuladas del citoplasma, que es

sensible a la ribonucleasa y que no se encuentra en linfocitos sin
estimular, Esta enzima tiene las propledades de las ADN polimerasas

dependientes de ADN: preflere ADN como templado iniclador respecto
a los hibridos sintéticos ARN/ADN. Ademés esta enzima no transcribe
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las regiones heteropoliméricas de los ARN ex8genos naturales de una
sola cadena, lo que la distingue de la transcriptasa inversa encon-
trada en virus oncogénicos a ARN y en células humanas leucdmicas.

Smith y Gallo (156) separaron y purificaron dos polimerasas de
homogenatos de células enteras de linfocitos humanos estimulados con
fltohemoaglutinina que coinciden con la ADN pol ©X y ADN pol (5 ene
contrada y caracterizada en otras células de mamiferos.

Los pesos moleculares de estas enzimas se estudiaron por medio
de gradientes de sacarosa y por _cromatografla por columnas de Sephadex
G200, y son de 150.000 para la ADN pol O< y 30.000 para la ADN pol (.
Se encontrd también que tanto la ADN pol C< como la ADN pol (?tenfan
una pequefia actividad de exonucleasa en ausencia de los deoxinucled-
sidos trifosfatos y que la ADN pol OK contenfa actividad de endonue
cleasa. .

El orden en que eluyen las ADN pol O y la ADN pol F de colume
nas de fdsfoceluloaa sugiere que la ADN pol e es mis bdsics que la
ADN pol CX. La ADN pol CX es inhibida por 0.5 M N-etilmaleimida,
mientras que esta concentracidn no afecta a la ADN pol P

El ph éptimo de las ADN pol OC y ADN pol @ es de T.3 y 7.9 res-
pectivamente usando ADN activade como templado. '

Tanto 1la ADN pol O< como 1la ADN pol @ prefieren como templado
iniciador (dA)ndT10 con respecto a (A)ndle-ls en presencia de l@*’.
Cuando el Mgt? se sustituye por Mn ¥+ gin embargo aumenta 1a sfnte-
sis con (A}AT; - ;8- Esto no ocurre con las ADN polimerasas dependien-
tes de ARN que prefieren (A) dT,, ;g adn en presencia de Mg'¥, Ademds
ni la ADN pol &X 1;1 la ADN pol @ pueden usar (C),dG,, como templa-

do en presencia de Mgt a diferencia de 1o que ocurre con las ADN
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polimerasas virales dependientes de AHN.

Lewis, Abrell, Smith y Gallo (157) aislaron también la ADN poli-
merasa 8 de linfocitos humanos en cultivo. Encontraron que por los
métodos utilizados hasta ese momento para separar las ADN polimera-
sas de linfocitos humanos, la ADN pol Kfquedaba mezclada con la ADN
pol oC. Para poder separar las dos enzimas fue necesario después de
la cromatografia por DEAE y fosfocelulosa, hacer una cromatograffa en
colurnas de ADN celulosa.

La ADN pol & podfa diferenciarse de la ADN pol OC en que, a pe-
sar de usar ADN activado en presencia de Hé** la enzima era mfs ac-
tiva con (dT)12_18 (A)n y Mn++.

Por otro lado podfa diferenciarse de 1a transcriptasa inversa
de células leucédmicas en cuanto no bodfan transcribir las regiones
heteropoliméricas del ARN de los virus oncogénicos a ARN, ni usar
como iniciador templado (dG)y, ;g (C),.

Tyrsted, Munch Petersen y Cloos (150) estudiaron los requerimien-
tos y condiciones Sptimas para la actividad de la ADN polimerasa en
extractos crudos de linfocitos sin estimular y estimulados con PHA.
Se encontrd que existfan diferencias entre esas enzimas en cuanto a
la estabilidad térmica y al efecto inhibitorio del ClK y del p-cloro;
mercuribenzoato. Observaron también que usando ADN de timo de terne-
ra como templado y linfocitos sin estimular, en ausenclia de dATF,
dCTP, y dGTP disminuia la incorporncién,deliﬂ)dTTP del producto acido
insoluble en 25% a 30% con respecto al obtenido en presencia de

los cuatro deoxinucledsidos trifosfatos. Pero esta disminucidn ers

8dlo de 15% en el caso de linfocitos estimulados.
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OBJETO DEL TRABAJO

El descubrimiento de las ADN polimerasas ARN dependientes de
virus oncogénicos a ARN y su relacidn con el céncer (96-97-98) trajo
como consecuencia que muchos investigadores comenzaran una bdsqueda
de las ADN polimerasas de células normales como paso previo a enten=
der el posible efecto de una infeccidn viral sobre el contenido de
las polimerasas celulares,

Existe una gran cantidad de informacidn tanto en células de
procariotes como de eucariotes sobre las enzimas capaces de catalie
zar 1la sintesis de ADN. Sin embargo la prueba unf{voca de que una ADN
polimerasa dada es responsable de una determinada funcidn en células
de eucariotes depende, como ocurre con las enzimas bacterlanas, de
evidencias genéticas.

En organismos supericres no se conocen todavia mutantes de re-
plicacidn de ADN, de ahi gque sea necesario un sistema que permita
estudiar las distintas enzimas y correlacionar las actividades bio=
quimicas con las funciones celulares,

Los linfocitos humsnos de sangre periférica son un buen sistemsa.
Son células bien diferenciadas que rara vez se dividen in vivo y que
pueden tener una vida media larga. En cultivo este estado continda,

a menos que se los estimule por la adicidn de PHA (125), o por una
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variedad de otros sustratos (126-128-129) incluyendo est{mulos inmu=
nolégicos apropiados. Estas sustancias provocan cambios en los lin-
focitos transforméandolos en c8lulas metabdlicamente activas, conoci=-
das como blastos. Se sabe ya que los linfocltos estimulados por PHA
sufren durante la transformacidn un aumento bastante grande de la
actividad de ADN polimerasa (L5), lo que hace que este sistema sea
muy conveniente para el estudio de 1la replicacién del ADN.

Fridlender, Medrano y Mordoh (15L) observaron que si bien los
linfocitos estimulados incrementan la replicacidn del ADN respecto
a los linfocitos no estimulados, 1los nicleos aislados de ambas célu=
las incorporan igualmente blen los deoxinucledsidos trifosfatos.

Estos resultados crearon grandes dudas sobre la significacidn
del aumento de actividad de ADN polimerasa en la célula entera. Esto
podrfa deberse a un aumento en la actividad de un @nico tipo de ADN
polimerasa o a la produccidn de nuevas especies enzimfticas.

En el caso de los linfocitos humanos se han descripto tres ADN
polimerasas ADN dependlentes. Sin embargo su distribucidn celular
en 1las c8lulas estimuladas, as{ como su presencia y caracteristicas
en los linfocitos normales no estimulados no se conoce todavia,

El presente trabajo de tesis comprende el alslamiento, purifie
cacidn y el estudio de las propledades de las ADN polimerasas de

citoplasms y niicleo de linfocitos sin estimular y estimuledos por PHA.
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MATERIALES Y METODOS

Preparacidn de linfocitos

Se mezclaron 500 ml de sangre fresca normal heparinizada (10 U/ml)
con 30 ml de Dextrano T500 10% (disuelto previamente en ClNa 0.9%)y
se dejé sedimentar por gravedad durante 90 minutos, El plasma sobre-
nadante se pasd a través de una columna estéril de fibras de nylon
(Hilanderfa Chilavert, Argentina) previamente lavada con 250 ml de
H K

2
Mg 6 H20 0.4mM ). Después de 30 minutos

bufer fosfato salino PBS (ClNa 130mM, ClK 2.6mM, Pohpxaz 8mM, PO
1.lmM, C1.Ca enhidro 0.9mM, Cl,
a 37°C el elufdo se recogié y centrifugd a 100g por 30 minutos. El
sobrenadante se pasd nuevamente a través de una columna y se volvid a
centrifugar. Los precipitados se lavaron una vez con 20 ml de FBS, se
resuspendieron en el mismo volumen de PBS y 10 ml de la solucidn se
sembraron sobre 10 ml de un gradiente de Ficoll (5 ml de Ficoll 125,
3 ml de Isopaque 50% y 2ml de PBS). los gradientes se centrifugaron
en el rotor HB-l, de Sorvall por 10 minutos a L80g. La interfase se
separd y diluyd con PBS. Se centrifugd a 2.000g por 10 minutos. El
precipitado se resuspendid a una concqntracién de 121106 células/ml

en Eagle's Minimal Essentlal Medium, que contenia 20§ de suero bovino

fetal, Hepes (N-2 hidroxietilpiperazina N'2 dcido etanosulfdénico)
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20mM (ph 7.2), glutamina 1lmM, penicilina 100 U/ml y estreptomicina
looirg/hl. Cuando se preparaban linfocltos estimulados se agregaba
al cultivo 0.15 ml de fitohemoaglutinina (PHA, Difco reconstitufda
en 5 ml de H20 bidestilada) por cada 100 ml de cultivo. Los cultivos

se incubaron a 37° C por 72 horas.

Recuento de linfocitos

Al precipitado de 2.000g obtenido como se explica mds arriba se
lo disolvid en 20 ml de PBS. Se toma una alfcuota y se la diluye 1/20
con 1fquido de Turk (Acido acético-violeta de genciana)., Se hace el

contaje en una cémara cuenta gldbulos.

Preparacidn de extractos citoplasméticos y nucleares

gsin estimular vy estimulados con PHA

Se juntaron aproximadamente 600 x 106 linfocitos sin estimular

o estimulados con PHA. Se resuspendieron en 2.5 ml de TED (bufer Tris
50mM ph 7.8, EDTA lmM, ditiotreitol 1lmM). Despubs de dejarlos en hie-
1o 15 minutos, 1alauapen316n se homogeneizd L0 veces en un homogenei-
zador Dounce, se agregd glicerol (concentracidn final 10% en volumen)
y se centrifugd durante 15 minutos a 8.500 rpm., E1l sobrenadante se
centrifugd 30 minutos a L0.000g en Sorvall y este sobrenadante se

usé como Extracto citoplasmético. El precipitado de 8.500 rpm se lo

'resuspendid en 3 ml de TEDG (Tris 50mM ph 7.8, EDTA 1mM, ditiotrei-
tol 1mM, glicerol 10%) y Tritdn N101l 0,3%, y despuds de dejarlos 15
minutos en hielo se homogeneizd en Dounce 15 veces. Se centrifugd

10 minutos a 2.500 rpm. Se repitid este paso (el sobrenadante es el
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Lavado de Tritdn) y al precipitado se lo resuspendid en 1 ml de TEDG.

Se agregd 1 ml de ClK 1.6M en TEDG. Se dejé la preparacidm 2 horas
en hielo y se centrifugd una hora y media a 40.000 rpm. El sobrena=
dante se dializé toda la noche contra 500 ml de TEDG y se centrifugd

10 minutos a 10,000 rpm. El sobrenadante es el Extracto nuclear, y

el precipitado es el Precipitado nuclear.

Preparacidn de columnas de DEAE celulosa

y cromatograffa de la ADN polimerasa

50 gr de DEAE Whatman (dietilamino etil celulosa) microgranular
DE-52 prehinchada, se lavaron tres veces con 300 ml de bufer fosfato
0.02M ph 7.5. Se deja decantar y se saca el sobrenadante. Se agrega
100 ml de bufer y se coloca 50 ml de resina en una columna, Se lava
con 100 ml de bufer fosfato 0.7M y luego con TEMG (Tris 50mM ph 7.8,
EDTA 1mM, mercaptoetanol 3mM, glicerol 10% ) hasta que la conductivi-
dad del elufdo mea igual al de TEMG. Se carga una columna Pharmacia
(0.9 x 13.5 cm) hasta un volumen de T.6 ml., Se lava con 20 ml de bufer.
TEDG. Se carga la columna con la muestra conteniendo 10 mgr/ml de
protefna, en caso de que la muestra tenga menos prote{na se le agre-
ga alblimina de suero de bovino (SAB) hasta completar esa concentra-
oidn. Se lava con T ml de bufer TEDG y se eluye con 4O ml de un gra-
diente lineal de ClNa (0-0.4M). Se recogen LO fracciones de 1.5 ml
cada una, en tubos conteniendo 50 N de SAB 9 mgr/ml., Se ensaydé la

actividad de la ADN polimerasa de cada‘fraccidn.
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Preparacidén y calibracidn de columnas de Sephadex

Se usé Sephadex G150 (Pharmacia), Se disuelven 5 gr/225 ml de
TEDG. Se deja 2l horas para que las partf{culas se hinchen ¥ luego se
les sacan las burbujas de aire. |

Se carga una columa (0.9 x 19 cm) con 12 ml de Sephadex. Para
determinar el volumen muerto de la columne se usa una solucidn de
Blue dextran (0.5 ml de una solucidn 0.2% ). Se eluye luego con TEDG
ClNa 100mM y se recogen fracciones de 0.5 ml. La concentracidn de
Blue dextran se determina leyendo la densidad dptica a 630 HVL La
columma también se calibrd con albiimina de suero bovino (PM 67.000),
peroxidasa de rabanito (0.5 ml de una solucidn lj mgr/ml) PM= LL.000
y citocromo C de misculo de corazén de caballo (0.5 ml de una solu-
cidn 37mM) PM=13,000.

La actividad de la peroxidasa de rabanito y la determinacidn
de 1a albimina de suero bovino y citocromo C se describen mfs ade-

lante.

Preparacidn de gradientes de sacarosa

Se junta el volumen de los tubos que contenfan la actividad en-
zimdtica de las columnas de DEAE y se dializa durante tres horas con-
tra 100 volimenes de TEDG. Luego se concentra a aproximndﬁmente 1/10
de su volumen con Flcoll. Se colocd sobre o6 ml de un gradiente de
sacarosa (10%-30%) en TED, una solucidn conteniendo 200 A de ADN
polimerasa, 50 Nde fosfatasa alcalina 1 mgr/ml y 50 A de alcohol

deshidrogenasa de levadura 5 mgr/ml.
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Los gradientes se centrifugaron ea un rotor SW65 Spinco a
L,0.000 rpm durante 15 horas,

Se recogieron fracciones de 0.2 ml, aspirando desde el fondo
del tubo con una bomba peristéltica. Los tubos contenfan 10 Al
de alblmina de suero bovino 9 mgr/ml. Se determind en cada frace
cidn 1a actividad de ADN polimerasa, fosfatasa alcalina y deshidroe

genasa segin los m8todos que se describen a continuacidn.

Ensayo de actividad de 1a ADN polimerasa

La mezcla de reaccidn contiene (a menos que se indique de otra
forma) en un volumen de 0.1 ml: ADN activado 62)15:', Tris 50mM ph: 8,
Cl, Mg SmM, albimina de sueroc bovimo 0.9 mgr/ml, DIT SmM, cada uno de
los siguientes deoxinucledsidos trifosfatos: dGTP, 4ACTP, AATP, O.lmM,
(HE)dT‘I‘P 0.01mM actividad especifica 1.000 cpm/p mol y 20 ,;1 de en~-
gima. Se incuba a 37° C durante L5 minutos, La reaccidn se para con
1.5 ml de una mezcla de 0,2 ml de ADN carrier 2.5 mgr/ml, 0.1 ml de

pirofosfato de sodio 0.1M y 1.2 ml de H_ O, Se agregan 0.25 ml de

2
PCA 12%. Se centrifuga 5 minutos a 6.000 rpm. El precipitado se di-
gsuelve en 0.5 ml de HONa 0.2N.

Se le agrega 1 ml de H,0 y 0.25 ml de FCA 12% . Se repite el
procedimiento y se redisuelve en 0.3 ml de protoscl. Se les agrega
mezcla de centelleo (solucidn de Omnifluor-New England l gr/l de to-

lueno, &cido acdtico glacial 2 ml/1l). Se cuenta en un centelleador

1{quido Packard,
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Activacidn del ADN

A cada 2 ml de solucidn de ADN 2.5 mgr/ml de timo de ternera
8e le agregan Clalg SmM y O.angr de deoxiribonucleasa (Worthington,
3,200 U/mgr). Se incuba 5 minutos a 37° C. Se inactiva 10 minutos
a 60° C.

Ensayo de la actividad de 1a peroxidasa de rabanito

Se siguid el método descripto en el catflogo de enzimas de
Worthington.

Sustrato: 1 ml de H,0, 0.3% dilufda a 100 con bufer fosfato
0.01M ph 6.
Colorante: O-dianisidina 1% en alcohol metflico.
Mezcla: agregar 0.05 ml de colorante cada 6 ml de sustrato
Se agrega a 1 ml de mezela 5 A de enzima de cada fraccidn y
se lee la absorcidn a L60 %F cada 15 segundos

Determinacidn de la actividad de la

alecohel deshidrogenasa de levadura

Se siguid el procedimiento de Martin y Ames (159).

Mezcla de reaccidn:

Por mi la mezcla contiene

170 }uuolea de etanol

50 mM Tris ph 8.5

IS‘PI.NAD

A 1l ml de mezcla de reaccidn se le agregan 20 7\ de enzima para
cada fraccidn. Se lee la sbsorcién a 3L0 my cada 30 segundos.
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Determinacidn de la actividad de la

fosfatasa alcalina de E. Coli

Se siguid el método descripto en el catdlogo de enzimas de
Worthington.

Sustrato: p-nitro fenil fosfato en Tris 1M, ph 8.
Se agrega a 1 ml de sustrato 50 Ade enzima de cada fraccidn.
Se lee absorcidn a )10 mp cada 30 segundos.

Determinacidn de albimina de suero bovino

Se mide la cantidad de protefna, usando el método de Lowry et al.
Se lee la densidad Sptica a 700 mpu.

Determinacidn de citocromo G

Se lee la densidad éptica a LOO mp.

Medicidn de 1la conductividad

La conductividad se determind en un Radiometer tipo CDM 2e.
Se prepararon diluciones de 50 ?\ de muestra con 20 ml de nao bides-
tilada y se midid l1la conductividad de 1la muestra. En todos los casos
se higo una curva standard midiendo la conductividad de soluclones

preparadas con distintas concentracliones salinas.
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RESULTADOS

Controles de 1a estimulacidn de los linfocitos

Es blen sabido que cuando se estimulan linfocitos con PHA (125)
éstos entran en divisidn mitética. Por ello como paso previo a traba-
Jar con linfocitos estimulados verificamos la transformacién bléstica
por:

a) Incorporacién de timidina tritiada.

b) Por microscopia.

Velocidad de incorporacidn de timidina

Para observar mejor las diferencias que ocurren entre las polime-
rasas de linfocitos estimulados por PHA y sin estimular se traté en
todos los experimentos de usar células que estuvieran en el momento de
maxima replicacidn de su ADN. Fue necesario por ello, conocer el tieme
po que los linfocitos debfan incubarse con PHA en las condiciones usa-
das en nuestro laboratorio para obtener la mdxima incorporacidn de t1-
midina,

De la fig. 1 se observa que la incorporacidn de timidina no es
detectable hasta unas 2|, horas posteriores a 1la estimulacién. Luego
aumenta rédpidamente hasta alcanzar un méximo de incorporacidn a las

72 horas de agregada la PHA.
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Fig. 13 Los linfocitos se prepararon segin se explica en Materiales
y Hétgdoa. Se sacaron muestras de 2 ml de cultivo (aproximadamente
2.x10° linfocitos) a los tiempos indicados y se les agregd 2 peide
(7H)AaT. (New England Nuclear, actividad espec{fica 20 ci/mM, concen-
tracidn final 0.025gM). Se incubaron durante 3 horas a 37° C. Los
pulsos fueron terminados centrifugando las células y resuspendiendo
los precipitados en 1 ml de agua destilada. Después de dejarlos 5
minutos en hielo se les agregd 1 ml de TCA 10% y los precipitados

se recogieron en filtros Whatman GF/C. Se los lavd luego con 20 ml
de una solucidn fria de C1lH 0.2M, pirofosfato de sodio 0.03M, pos=
teriormente con 10 ml de ClH 0.05M y por ultimo con etanol. Se los
dejé secar. Los filtros se colocaron en viales, se les agregd 1fqui-
do de centelleo (L gr de Omnifluor/litro de tolueno) y se los contd
en un centelleador Packard.
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Transformacidn bléstica de los linfocitos por medio de PHA

Los cultivos de linfocitos estimilados se observaron al micros-
coplo, para ello las muestras de los cultivos se extendieron sobre
porta objetos, se secaron al aire y se las tifi6 con May Griinwald-
Giemsa. La transformacidn blédstica se juzgd en base al aumento de
tamafio de las células, la basofilia del citoplasma, las ceracterfis-

ticas del tefildo nuclear y los miltiples nucleolos.
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Distribucidn subcelular de la actividad de

la ADN polimerasa de linfocitos humanos

Estudios hechos en este laboratorio (154), habfan ya mostrado
la existencia de actividad de ADN polimerasa en citoplasma y ndcleo
de linfocitos estimulados y sin estimular, aunque no se habfa estu-
diado la distribucidn subcelular de esas enzimas., Friedman (117-118)
en células HeLa, Fansler y Loeb (L46-1i7) en embriones de erizo de
mar estudiaron las varlaciones de las ADN polimerasas en las distin-
tas fases del ciclo celular y observaron que habfa un aumento de
la enzima de niicleo y una disminucidén de la polimerasa de citoplase
ma durante la fase S del ciclo celular con respecto a las células
en reposo. Esto podfa indicar un pasaje de la enzima citoplasmética
al nGcleo, De ahi que se penad que el estudio de la distribucién
subcelular de la ADN polimerasa en c8lulas en reposo respecte a cé=-
lulas en activa replicacidn puede ayudarnos a entender el mecanise
mo de replicacidn del ADN y la funcidn de estas enzimas,

La obtencidén de los linfocitos, su estimulacidn y el aislamien-
to de las distintas fracciones subcelulares, as{ como la determina-
cidn de la actividad enzimAtica y la medicién de proteinas fue des-
cripta ya en Materiales y M&todos. .

Previo a 1la determinacidn de la distribucidén subcelular se mi-
did la linealidad de 1la reaccidn enzimAtica con la cantidad de pro-
teina para las distintas fracciones., Sq observa de la fig. 2 que la
actividad de 1a ADN polimerasa de linfocltos estimulados y sin es-

timular guarda una relacidn lineal hasta una concentracién de apro-
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Ximadamente Blrgr de proteina correspondiente a las distintas frace
ciones subcelulares,

De las tablas I y II se observa que existe actividad de ADN
polimerasa en nucleo y citoplasma de linfocitos humanos sin esti-
mular y en los estimulados por PHA.

S1i bien existe una diferencia cuantitativa en cuanto a la ace
tividad de la polimerasa en linfocitos estimulados y sin estimular,
la distribucidn subcelular de la actividad enzimftica es muy simi-
lar en ambos tipos de células.

Por otro lado, al igual que en otras células de eucariotes,
la mayor parte de la actividad de la ADN polimerasa se encuentra

en clitoplasma.
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Actividad de 1a ADN polimerasa de linfocitos sin estimular y

estimulados por PHA en funcidn de la concentracidn de enzima
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Leyenda correspondiente a la Fig. 2:; Para la preparacidn de las
distintaz fracciones subcelulares se parte de aproximadamente
600 x 10° linfocitos estimulados o sin estimular. Para poder deter=
minar la actividad de 1la ADN polimerasa y medir protefnas se proce-
did de 1la siguiente formas
a) Al homogenato total se le agregd tritdn N10l hasta una con-
centracidn final de 0.3%.
b) Al precipitado de L0.000 g se lo resuspendid en 0.5 ml de
bufer tritén.
¢c) Al precipitado nuclear se lo disolvid en 200 A de ClK 0.8M
en bufer TEDG.
La determinacidn de la actividad enzimftica y la medicidn de
protefnas se describe en Materiales y Métodos.
Pig. 2 A. Fraccidn citoplasmética.
Fig. 2 B. Fraccidn soluble nuclear.
Fig. 2 C. Lavado de tritdn.
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Distribucién subcelular de 1a actividad de la ADN polimerasa de

linfocitos humanos sin estimular

3| Actividad especi-

Fuente de enzima| mgr de prote{ cpm x10 °| fica cpm/mgr de |% Activided

ina totales | totales | protefna x 10~2 total
Homogenato total 18.7 5.300 283 100
Extracto cito-
plasmético 10 3.350 335 6l
Precipitado de
L0.000 g 1.45 175 121 3.3
Lavado de
tritén L.5 806 179 15.3
Fraccidn nuclear
soluble I 82l 588 15.7
Precipitado
nuclear 0.2l 80 333 1.5
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Distribucidn suboelular de 1la actividad de 1la ADN polimerasa de

linfocitos humanos estimulados con PHA

Actividad especi-

Fuente de enzima |mgr de prote- r.:pm.xil.()m'3 fica cpm/mgr de |$ Actividad
fna totales [totales | rotefna x 10~ total

Homogenato total 52.5 7L.000 1.409 100

Extracto cito- ;

plasmftico 26.2 49.963 1.907 67.7

Precipitado de

440.000 g 2.60 1.651 635 2.2

Lavado de

tritdn 21.6 11.868 549 .kt 16.1

Praccién nuclear

soluble 6 10.080 1.680 13.7

Precipitado

nuclear 1 192 192 0.2
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Leyendas correspondientes a las Tablas I y II;

los linfocitos se prepararon segin se explica en Materiales y
Métodos. En el caso de los linfocitos estimulados &stos se incubae
ron con PHA a 37° C por 72 horas.

Para el aislamiento de las fracciones subcelulares se partid
tanto en el caso de linfocitos gstimulados como en los sin estimu-
lar de aproximadamente 600 x 10° linfocitos. La actividad enzimfe
tica se midid por el método descripto en Materiales y Métodos, sal-
vo que se incubd durante 1 hora a 37° C.
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ADN polimerasas de linfocitos sin estimular

Se analizaron por cromatograffa en columnas de celulosa DE52,
las actividades del extracto citoplasmdtico y de la fraccidn solu-
ble nuclear,

En la fraccidn citoplasmitica (fig. 3) se observan dos picos
de actividad & los que se designd Cr, ¥ Crqpe
El pico cIn eluye alrededor de 0.07TM de ClNa y el pico CIIn a
una molaridad de alrededor de 0.13M de ClNa.

Por otro lado la fraccidn soluble nuclear muestra un sélo pico
de actividad al que se lo designd como N;, Que no es adsorbido en
DE52 (fig. l).

Las técnicas usadas para la cromatograffa, as{ como la deter=
minacién de la actividad enzimética fueron descriptas en Materiales

y Métodos.

ADN polimerasas de linfocltos estimulados por PHA

La fraccidn citoplasmitica y el extracto soluble nuclear de
linfocitos estimulados también fueron cromatografiados em columnas
de celulosa DE5Z2.

En 1la fraccidn citoplasmitica (fig. 5) se observa un sélo pi=-
co de actividad designado por Cp, que eluye a una concentracidén
de 0.12M de ClNa. En cambio la fraccidn soluble nuclear (fig. 6)
presenta dos picos de actividad designados por NIa v NIIs'

En forma semejahte a 1o que ocurre con la fraccidn soluble
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nuclear de linfocitos no estimulados el pico NI3 no se adsorbe a
la DE52. Pero en el caso de linfocitos estimulados aparece un se-
gundo pico que es mayor que el NIB y que eluye & una molaridaed de
alrededor de 0,07M de ClNa.

La determinacidn de 1a actividad de la ADN polimerasa asf{
como las técnicas usadas para las columnas de celulosa DE52 se

describieron ya en Materiales y Llétodos.,
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Actividad de 1la ADN polimerasa ADN dependiente en la

fraccidn soluble nuclear de linfocitos no estimulados
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Actividad de la ADN polimerassa ADN dependiente en la

fraccidn citoplasmftica de linfocitos estimulados por PHA
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Actividad de la ADN polimerasa ADN dependiente en la

fraccidn soluble nuclear de linfocitos estimulados por PHA
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Leyenda correspondiente a las Fig. 3, L, 5 y 6: Para la prepara-
cidn de los extractos citoplasmiticos y nucleares de linfocitos
estimulados y sin estimular se partid en cada caso de aproximada-
mente 600 x 106 linfocitos. La estimulacidn se llevd a cabo durane

te 72 horas a 37° C. Las distintas fracciones subcelulares se ob-
tuvieron como se describe en Materiales y Métodos.

Se usé una columna Pharmacia (0.9 x 13.5 cm) y se la cargd
hasta un volumen de 7.6 ml con celulosa DE52. Se recogen LO frace
ciones de 1.5 ml cada una, en tubos conteniendo 50 A de BSA
9 mgr/ml. La actividad de la ADN polimerasa de cada fraccidn se
ensayS segln se explica en Materiales y Métodos.
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Propledades de las ADN polimerasas de

dinfocitos estimulados y sin estimular

Para reallizar estos estudios se usaron los picos de actividad
obtenidos despuds de la cromatograffa en celulosa DES2,

Dada la importancia de poder diferenciar las distintas ADN po=-
limerasas que aparecen en el nificleo y citoplasma de linfocitos no
estimulados y estimulados por PHA se observaron las propiedades de
las polimerasas y los requerimientos para la determinacidn de 1a
actividad enzimftica.

En la tabla III se observa que algunas propledades de las en-
gimas N; ya sea de linfocltos estimulados o sin estimular son dife-
rentes a las observadas para las otras enzimas, por ejemplo en sus
requerimientos de BSA (albltmina de sueroc bovino), dependencia a las
sales y en su ph dptimo. Por otro lado las enzimas Crns C11ne ¥ €14
tienen propiledades similares.

También fueron estudiados los requerimientos de sustrato para
las ADN polimeraaaé (Tebla IV). Para ello se usaron los picos de ace
tivided obtenidos despuds del pasaje por columnas de celulosa DE52
¥y la actividad de la enzima se determind por el método habitual,

En esta tabla tambidn puede observarse 1a similitud entre las
enzimas NI de linfoclteos estimulados y sin estimular, em cuanto a
que la méxima incorporacidn de (5H)TTP no depende de la presencia
de los otros deoxinucledsidos trifosfatos, cosa que no ocurre con

las enzimaa.GIn, cIIn’ cIa y NIIa' Por Ultimo tambidn se observa en

la tabla IV que todas las enzimas prefieren ADN activado respecto



al ADN nativo y al ADN desnaturalizado por calor. El producto de
la reaccidn en todos los casos es sensible a la accidn de 1a DNAsa
pero no a la de la enzima RNAsa,

Tabla III

Requerimientos para la reaccidn de la ADN polimerasa

Condiciones Enzima (% de actividad)

cIn GIIn NInM CIB NIs‘m’ lt.'l'..'[a
Completo 100 100 | 100 100 100 100
Sin Mgi+, agregan-
do 0.5 mM, Mnt? 10 12 28 53 i1 61
Sin BSA 37 L3 86 5 92 3
Sin DPTH 36 73 66 26 55 29
ClK 0.2M 38 33 | 102 13 139 32
o-fannntrolind*ﬂ"
1mk 36 35 68 8L Th 59
2.5mM 16 17 37 59 27 29

**'Al agregar los 20 >\ de enzima que contienen DIT, hacen a la meg-
cla de reaccidén 0.2mM en DTT.
La inhibicidn por o-fenantrolina se midié con 12.5 pgr de ADN
activado y 10mM de Olaug.
Los requerimientos de N; y Ny  =e probaron a ph 9, y 0.2M de ClE.
La determinacidn de la actividad de 1a ADN polimerasa se des-
cribe en Materiales y Métodos. .
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Tabla IV

Requerimlentos de sustrato para la ADN polimerasa

Condiciones Enzima (% de actividad)
C1n cII.n Nln CIa NIs liIZI'.:;
Completo 100 100 100 100 100 100

Sin ADN activado
agregando ADN
nativo (62 pgr) 17 1% 29 3 19 10

Sin ADN activado
agregando ADN

calentado (62 pgr) 0 0 0 0 8 0
aore T OO 20 26 | 95 | 22 | 122 3y
DNAsa (10 pgr/ml) 16 20 15 1 1 L
RNAsa (200 pgr/ml) | 108 99 10k 100 98 106
1mM ATP 81 78 9k 125 113 79

Los métodos y condiciones usadas son las mismas descriptas en

la Tabla III.
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Efecto del ph sobre la actividad de las ADN polimerases dé

linfocitos sin estimular y estimulados por PHA

Este estudio fue hecho con las enzimas purificadas por colummas
de celulosa DE52. Se observa en la fig. 7 que el ph Sptimo para las
enzimas citoplasméticas Crys Cpps Cppps de linfocitos estimmlados y
8in eatimular es 8 y lo mismo ocurre con la enzima nuslear ¥iig- En
cambio la actividad de las enzimas nucleares Ny y Ny aumenta por
lo menos hasta 9.

Rutinariamente los ensayos con estas enzimas fueron hechos a
ph 9. Esto {ltimo es debido & que los bufers usados para obtener ﬁn
ph por arribe de 9 fueron inhibitorios con respecto al bufer Tris-ClH.
La determinacidn de 1la activided de la ADN polimerasa se describe
en Materiales y Métodos.
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Determinacidn del peso molecular de las ADN polimersses de

dinfocitos no estimulados y estimulados por PHA

Otra de las propiedades importantes que nos permiten diferen=
clar las distintas ADN polimerasas es el PM. Para determinarlo se
usaron gradientes de sacarosa y cromatograffa por Sephadex G150,
En los ensayos se usaron las enzimas purificadas por celulosa DE5S2
¥y los métodos empleados fueron ya descriptos en Materiales y Méto-
dos.

En el caso de las enzimas Ny y Ny  la activided se determind
& ph 9 y con una concentracidn de ClK de 0,2M,

Gradlientes de sacarosa de las ADN polimerasas de

linfocitos estimulados y sin estimular

Para la determinacidn de los pesos moleculares de estas engzimas
se usaron como protefnas de referencia la alcohol deshidrogenasa de
levadura (AD) de PM = 150.000, 1a fosfatasa alcalina (AP) de E. Coli
de PM = 80.000, y la peroxidasa de rabanito (Pe) de PM = lji.000.

La fig., 8 muestra los perfiles de sedimentacidén de las enzimas
citoplasmfticas y nucleares de linfocitos estimulados y s8in estimue
lar,

La fig. 8 A corresponde a la enzima citoplasmética Ci, de lin-
focitos no estimulados. Se observen fundamentalmente dos picos, uno
que corresponde & un PM de aproximadamente 500.000 daltoms y otro
de alrededor de los 50.000 daltons.

En la fig. B B perteneciente a la enzima citoplasmética C

IIn
de linfoecitos no estimulados se observan dos plcos, que correspon-
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den a pesos moleculares de aproximadamente 300.000 daltons y 50.000
daltons.

La Fig. B C pertenece a la enzima nuclear N;, de linfocitos no
estimulados y muestra un sdlo pico que corresponde a un PM entre
los 20.000 y L0.000 daltons.

Por otro lado en las figuras 8 D, 8 Ey 8 F se observan los
perfiles de sedimentacién de las enzimas Cig» Nyg ¥ Nyy, de linfo-
citos estimulados,

En 1a fig. 8 D (CIB) se observan dos picos, uno en la zona de
los PM de 300.000 daltons nproxiﬁadamente y otro en la zona de los
140.000 daltons.

En el perfil de sedimentacidn perteneciente a la enzima nuclear
Np, (fig. 8 E) aparece un sdlo pico que corresponde a un PM de
40.000 y en el de la enzima nuclear Npy, (fig. 8 F) aparecen dos

picos que estdn en las zonas de pesos moleculares de 200.000 daltons

¥y 50.000 daltons respectivamente.
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Leyenda correspondiente a la Fig, 8: Perfiles de sedimentacidn en

sacarosa de extractos citoplasmdticos y nuclear de linfocitos ese
timulados y sln estimular,

En todos los casos se usaron los picos de actividad de las co=
Jumnas de DE52. Se dializaron contra TEDG y se concentraron con
Ficoll. Cada muestra se sembrdé sobre un gradiente 10%-30% de sacae-
rosa en TED, junto con las protefnas de referencia externas. Se co-
rrieron durante 15 horas a [j0.000 rpm en un rotor Spinco SWé5 a
5° C. La actividad de la ADN polimerasa se determind segin se espe=
cifica en Materiales y Métodos.

Fig.
Fig.
Fig.
Fig.
Fig.
Flg.

8 A.

Enzima
Enzima
Enzima
Enzima
Enzima
Enzima

Cp, citoplasmdtica de linfocitos sin estimular.
CI1n citoplasmitica de linfocitos sin estimular,
N " nuclear de linfocitos sin estimular,

Crg cltoplasmitica de linfocitos estimulados.
N;g nuclear de linfocitos estimulados.

HIIs nuclear de linfocitos estimulados.
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Cromatograffa en Sephadex G150 ée las ADN polimerasas

de linfocitos estimulados y sin estimular

Para la determinacidn de los PM de estas enzimas en este mé-
todo se usaron como proteinas de referencia la albimina de suero
bovino (SAB) de PM = 67.000, la peroxidasa de rédbano (Pe) de
PM = L};.000 y el citocromo C de misculo de coragdn de caballo (C)
de PM = 13,000. Se hiizo una curva palrda de pescs malacu]aréa (fig, 9).
Fara ello se corrlieron en una columna (de Sephadex (3150, comp se
describe en Materiales y Métodos las tres sustancias de referen=
cia,

Para medir el PM de las ADN polimerasas se usaron las enzimas
purificadas por celulosa DE52. Los resultados se observan en la
£ig. 10,

La enzima nuclear NIa de linfoclitos estimulados no pudo cro-
matografiarse por falta de material,

La cromatograff{a correspondiente a las enzimas de linfocitos
no estimulados estdn representadas en las fig. 10 A, 10 B y 10 C.

La primera de ellas pertenece a la enzima CIn y presenta tres
picos que corresponden a un PM de 150.000 o mayor, otro de aproxi=-
madamente [j0.000 daltons y otro de 13.000 daltons.

La fig. 10 B correspondiente a cIIn presenta doa picos en las
zonas de PM 120.000 y 1%.000 y la fig. 10 C que pertenece & la en=
zima Ny, presenta un solo pico en la zona de pesos moleculares de

60.000 daltons.
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La enzima citoplasmética Cy, fig. 10 D muestra dos picos, uno
que corresponde a un PM mayor de 150.000 y otro a un PM de aproxie-
madamente 120,000.

La enzima NIIa fig. 10 E tiene dos plcos que corresponden &
pesos moleculares, uno mayor de 150.000 y otro de aproximadamente
10.000 y también existe una zona que podrfa corresponder & una en=-
gima de PM = 90.000 (entre el tubc 12 y 16).
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Curva patrén de pesos moleculares en Sephadex G150 (Pharmacia)
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Pig. 9: Se cargé una columna (0.9 x19 cm) con 12 ml de Sephadex G150.
Se determinéd el volumen muerto de la columna con una solucidn de Blue
dextran. Luego se calibra con alblimina de suero bovino SAB (PM=67.000),
con peroxidasa de rabanito Pe(PM=4l;.000) y con citocromo C(PM=13,000).
La determinacidén de Blue dextran, SAB, C y 1la actividad de 1la peroxi-
dasa se describen en Materiales y Métodos.
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Leyenda correspondiente a 1a Fig. 10:s Cromatografia en Sephadex G150

de las ADN polimerasas de las fracciones citoplasmiticas y nucleares
de linfocitos estimulados y sin estimular.
Se usaron los picos de actividad de las columnas de celulosa
DE52 despuds de ser dializados y concentrados por Ficoll,
V, ©3 el volumen muerto medido con Blue dextran. La actividad
de la ADN polimerasa se midid segin se describe en Materisles y

Métodos,
Fig. 10 A.

Fig. 10 Bl
Fig. 10 C.
Fig. 10 D,

Fig. 10 E.

Cromatografia de 1la enzima
focitos sin estimular,
Cromatograffia de la enzima
linfocitos sin estimular,
Cromatograffa de la enzima
sin estimular.
Cromatograffa de 1la enzima
focltos estimulados.
Cromatografia de 18 enzima
estimulados.

Crn citoplasmAtica de lin-

Cirp citoplasmética de

HIn nuclear de linfocitos

C;g citoplasmitica de lin-

N nuclear de linfocitos
1ls
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DISCUSION

Se estudiaron las caracterfsticas y distribucidn de las ADN
polimerasas de linfocitos sin estimular y estimulados por PHA,

Con respecto a la distribucidn subcelular de las ADN polimera-
sas (Tablas I y II), es posible observar dos hechos fundamentalesg

1) La actividad espec{fica de 1la enzima aumenta en las difee
rentes fracclones luego de la estimulacidn con PHA.

2) Las diferentes fracciones subcelulares contienen porcenta-
jes aproximadamente lguales de 1la enzima en los linfocitos
estimulados o sin estimular,

Como ocurre en otros tipos de células de eucariotes, la mayor
parte de la actividad de la ADN polimerasa se encuentra en el ex-
tracto citoplasmético (54-~57-161-162). Este hecho ha suscitado due
das sobre la funcién de la ADN polimerasa citoplasmética, ya que
se crefa en un principio que los procesos de replicacidn del ADN
estaban restringidos al nlicleo, donde se encuentra la cromatina,

Se sugirid que la ADN polimerasa estaba en el citoplasma, por ha-
ber sido recién sintetizada y alin no transporteda al nicleo, o bien
se debfa a que el niicleo perdfa parte de esta enzima cuando se rome

pia la célula.
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Herrick, Spear y Veomett (163) reexaminaron la localizacidn
intracelular de la ADN pol ©< usando citocalasina B y centrifuga-
cidn. Esta técnica evita la 1isis celular durante la separacidn
del nicleo y el citoplasma, pudiendo separar por centrifugacidn
citoplastos y carioplastos metabdlicamente activos e intactos. Sus
resultados indicaron que més del 85% de 1la actividad total de ADN
pol ©< (y ADN pol (3) esté en el nlcleo. Sin embargo los reticulo-
citos de oonejo.(16h), que son células anucleadas, también tienen
esta enzima.

El hecho de que 1la distribucidn subcelular de la actividad toe
tal sea muy similar en ambos tipos de linfocitos estarf{a en desa=
cuerdo con observaciones hechas en otras células de esucariotes
(118-46-47), aunque para poder comparar estos datos con los obte=-
nidos en otros tejidos deberfa observarse la distribucidn subcelu=
lar en las distintas fases del ciclo celular.

Craig, Costello y Keir (73) trabajando con cultiwos de células
BHK que crecfan exponencialmente observaron un aumento en la acti=-
vidad de la polimerasa asociada con el nicleo y una disminucidn de
esta actividad a medida que la velocidad de sfntesis del ADN dismie
nuye al final de la fase S. En el citoplasma, por otro lado la ac-
tividad de la polimerasa nuclear ha comenzado & decrecer.

Chang et al.(80) y Lindsay et al. (165) encontraron una situa=
¢ién similar en cultivos de células L y Fansler y Loeb (L6-47) ob-
servaron este fendmeno en embriones de eyizo de mar.

Se decidid profundizar este estudio analizando la variedad de

ADN polimerasas existentes en el extracto citoplasmético, por ser
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el que tiene la mayor cantidad de enzima y en el extracto nuclear,
porque en el mismo es donde se lleva a cabo el proceso de replica=
c¢ién cromosémica,

Del anfilisis de los extractos citoplasmfticos y nucleares de
linfocltos estimulados y sin estimular provenientes de la cromato=
graf{a en DES2 (fig. 3, L, 5 y 6) se observaron bdsicamente las si-
guientes caracterf{sticassg

1) La presenclia de dos plcos de ADN polimerasas citoplasmiti-
cas (CIn) ¥ (CIIn) en los linfocitos no estimulados, conmtra
sélo uno (C;) en los estimulados.

2) La presencia en ambos extractos nucleares del pico HI.

3) La aparicidn de un segundo pico de actividad (NIIB) en el

: nicleo de células estimuladas.

A partir de estas observaciones pueden plantearse varios intee
rrogantes:

a) ;Cémo podrfa explicarse la existencia de dos picos de polie
merasa cltoplasmitica en los linfocitos no estimulados y de
sélo uno en el estimulado?

b) jzLa aparicidn de pico nuclear Ni1s podrfa explicarse por un
fendmeno de transporte de la enzima desde el clitoplasma al
nicleo?  Requiere sfntesis neta de enzima?

Con respecto a las diferenclas entre las enzimas citoplasmfti-

cas de los linfocitos no estimulados y los estimulados por PHA se
puede suponer que cIn y cIIn estdn presentes en distintos tipos de

linfocitos. Se sabe que los linfocites humanos de sangre periférica

son una mezcla de linfocitos T y linfocitos B (122). Como sélo los
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linfocitos T se estimulan por PHA soluble, se podrfa pensar que
cualquier actividad enzimdtica que no esté presente en los linfoci-
tos T va a ser proporcionalmente menor al fin de las 72 horas de
la estimulacidn por PHA.

Con respecto a 1la segunda pregunta, esto es si la aparicidn
del pico NIIs se debe a sintesis neta de enzima o puede explicarse
por un fendmeno de transporte, se puede calcular de la figura 3 qué
porcentajes de la actividad de ADN polimerasa de citoplasma de line
focitos no estimulados le corresponden a las enzimas CIn y cIIn'

Del mismo modo se puede calcular de la figura 6 el porcentaje

de actividad de ADN polimerasa presente en N en nucleo de

1s ¥ M11s
linfocitos estimulados. A partir de estos datos y tenlendo en cuen-
ta 1la actividad especffica en nlicleo y citoplasma de linfocitos sin
estimular (Tabla I) y estimulados por PHA (Tabla II) se puede calcue

lar la actividad especffica de cada una de las enzimas encontradas

en linfoclitos estimulados y sin estimular,

Tabla V

Actividad espec{fica de las ADN polimerasas de

linfocitos sin estimular y estimulados por PHA

% de Actividad Actividad enzimftica
cpm/mgr protefna
Nin 100 588
Crpy 62.6 210
Crq 374 125
n
Nig 22.Ly Lo3
st 77.6 1.277
Crq 100 1.907
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Es evidente de los datos (Tabla V) obtenidos que en linfocitos
estimulados la aparicidn del pico Nyp, debe involucrar sfntesis nee
ta de enzima, ya que aunque todo el pico GIn de propiedades similae

res pasara al nlicleo no podrfa justificar el aumento de NI Por

Is’
otra parte se observa que el aumento de actividad de ADN polimerasa
en nicleo de linfocitos estimulados se debe a enzima NIIs pues la
enzima Ny  se mantiene casi slempre sin variacidn respecto a la enw
zima nuclear de linfocitos sin estimular,

Bstos resultados concuerdan con los obtenlidos por varlos inves=
tigadores en otros tejidos de eucariotes. Se observd gque en células
en activa replicacién la actividad de la ADN pol (> se mantiene cona-
tante y s6lo aumenta la actividad de la ADN pol o< (60-63-64-80).

Debe destacarse, sin embargo que la sfntesis neta de enzima no
excluye los fendmenos de interconversidn enzimdtica., Ya Loeb traba-
jando con erizo de mar sugirid que el control de la replicacidn po-
drfa producirse por el pasaje de la polimerasa del citoplasma al
ndcleo.

Con respecto al posible rol fisioldgico de las diferentes en=
zimas, se podrfa suponer que la enzima N . es la responseble de la
replicacidn. Esta enzima tiene propledades semejantes a la ADN pol O<
encontrada en muchos tejidos de eucariotes (51) y es precisamente

esta enzima la que estd relacionada con la velocidad de crecimiento
de las células. Estos resultados no concuerdasn con otros obtenidos
en nuestro laboratorio (154) en donde se vié que los niicleos aislae
dos de linfocltos no estimulados (que no tienen la enzima HII) po-

dfan incorporar ANTP en forma tan eficlente como los ndcleos aislados
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de células estimuladas por PHA. 81 blen es necesario realizar otros
experimentos para entender la naturaleza de esta discrepancia, la
explicacién més simple es que la incorporacidn observada se debe a
la enzima NI' Pero hay que tener en cuenta de todos modos que al
trabajar con nicleos aislados las condiciones no son fisioldgicas

y de ah{ que los resultados obtenidos no puedan ser exactamente come
parables con los obtenidos en célula entera.

Las enzimas Ny y N;_ se asemejan a la ADN polimerasa (> de cé-
lulas eucariotes. Tanto la NIn como la le incorporan (5H)TTP en el
ADN en ausencia de los otros tres nucledtidos, una propiedad en coe
min con la deoxinucleotidil transferasa (89-100) terminal, unae enzie
ma encontrada originariamente en timo de ternera. Pero el ph dptimo,
la especificidad de sustrato y 1a inhibicidn por ATP de la transfe-
rasa terminal es dlstinta del de las enzimas NIs y Nln' De los tra-
bajos de Mc Caffrey, Smoler y Baltimore (102) se sabe que la trans=
ferasa termineal no se encuentra en cantidedes detectables en linfo-
citos humanos de sangre normal, a diferencia de lo que ocurre con
NIa y NIn'

Existen varias posibilidades que explicarfan el hecho de que
si bien estas enzimas requieren los cuatro deoxinucledtidos trifos=
fatos para su maxima actividad muestran une importante incorpora-
¢idn con sdlo 1, 2 6 3 nucledtidos presentes.

1) La estructura del ADN activado contiene sitios 3'0H y esto

permitirfa a la enzima tener ung actividad significativa,
siempre y cuando se esté usando una cantlded grande de ADN

con respecto a la enzima,
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2) La enzima puede copiar preferentemente gzonas homopoliméri-
cas del ADN, y siempre que la relacidén ADN/enzima ses grane
de estas zonas estarfan en exceso y la enzima podr{a incor-
porar solamente el ANTP apropiado.

Esta propiedad harfa pensar que las enzimas Ny, ¥ N, tendrfan
como funcidn reparar el ADN. Wicha y Stockdale (69) traba jando en
células de misculo sugirieron para la ADN pol O< una funcidn repli-
cativa y para 1la ADN pol P funciones de reparacidn del ADN. Esto
mismo se desprende de los estudlos de sintesis de ADN realizados in
vitro en embriones de pollo usando distintos iniciadores. Craig,

y Keir (71) trabajando con células BHK también le asignaron a 1a
ADN pol OF un rol replicativo y a la ADN pol (> una funcidn de re-
paracidn del ADN, Esta funcidn adjudicada a la pol (® no 1la desca-
1ifica sin embargo para integrar un complejo de replicacidn junto
con la ADN pol O¢ y otras enzimas.

Otro de los aspectos gue se investigaron en el presente trabae-
Jo fue el de los pesos moleculares de las ADN polimerasas.

El peso molecular de las unidades activas de las polimerasas
se obtuvo del anflisis de los resultados de sedimentacién y filtra-

cién por geles, adjudicédndoles a 1a enzima C C

In’ %110’ C1s ¥ M11s
pesos moleculares de alrededor de 150.000. En el caso de estas enzie
mas se obtuvieron por sedimentacidn perfiles polidispersos entre
los 300,000 daltons y 40.000 daltons.

Crelg, Costello y Keir (73), mostraron que en células BHK la

ADN polimerasa OC es heterogénea, lo cual estarfa de acuerdo con

Jos resultados descriptos mfs arriba para la ADN pol O¢ de linfo~
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cltos,

Wang, Sedwick y Korn describieron en células KB una polimerasea
con un PM de 175.000 compuesta de dos monSmeros no activos de 87.000
daltons,

En timo de ternera y en tejido de rata existen formas enzimfti-
cas con pesos moleculares entre 110.000 y 220.000 daltons que se
componen segin Holes de subunidades de 55.000 daltons.

Estos estudlos juntos a los datos obtenidos nos permite especu=~
lar que en linfocitos 1la enzima de alto Pi estd compuesta de subunie
dades de peso molecular aproximado de 50.000 daltonsa.

Para las enzimas Nln ¥y NIa de linfocitos se obtuvieron pesos
moleculares de alrededor de L0.000 daltons. Estos datos son semejane
tes a los encontrados en la literatura para la ADN pol GI.

Wang, Sedwick y Korn (55-70) describieron también en células KB
una enzima de bajo PM. Esta enzima de L45.000 daltons es capaz de
formar agregados a baja fuerza idnica con PM semejantes a la ADN
pol OC, pero que se distinguen de &sta en las propiedades enzimftie
cas que se mantienen semejantes a la del mondmero. Otros investiga=-
dores encontraron en higado de ratdn y en nicleos de embriones de
pollo que 1a ADN pol (> tiene un PM de 27.000 - 29.000 daltons,

Brun, Lauber y Chapeville (77) presentaron evidencias de que la ADN
pol @' de embriones de pollo estéd conqtituida por una sola cadena
polipeptfdica de L3.000 - L45.000 daltons, no encontréndose subunida-
des de menor PM. Estas diferencias no pueden ser ain resueltas,

La discrepancia entre los valores observados en gradlentes y

columnas de Sephadex puede provenir de la fuerza de centrifugacidn
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que disocia a las unidades de las enzimes,

Aparte de las estimaciones de los pesos moleculares, otras pro-

pledades enzimdticas de las ADN polimerasas C C C

In’ “IIn’ “Is’ "Ils ¥
de las ADN pol Nln y NIs son particularmente caracter{sticas de las

N

especies 6-8s y 3-Ls encontradas en células de eucariotes.

Las enzimas CIn’ cIIn’ CIa' NIIa exhiben un ph dptimo cerca de
la neutralidad (fig. 7) y son fuertemente inhibidas por agentes que
8e unen a grupos tioles (Tabla III), propledades generalmente carac-
ter{sticas de las polimerasas O<. Por otro lado las enzimas NIn y
N;g tienen un ph Sptimo alcalino (fig. 7) cuando se usa ADN activa-
do y se muestran resistentes a la ausencia de los inhibidores de
grupos tioles (Tabla III). Estas enzimas también se asemejan a las
ADN pol ©c¢ y ADN pol (5 respectivamente, por su especificidad de
templado y requerimientos de precursores.

La relacidén entre las polimerasas de alto PM en citoplasma y
nicleo fue analizada por varios investigadores (56-167-168). Basén-
dose en que sus propiedades son muy similares se las considerd la
misma enzima, aunque existen en la literatura algunas evidencias
que sugleren que estas dos enzimas pueden ser distintas proteinas
(70-169). De acuerdo con los resultados obtenidos de la cromatogra-
ff{a en DEAE (figuras 3, 5 y 6) estas enzimas eluyen a concentracio-
nes salinas distintas, lo que lleva a pensar también que no son

las mismas enzimas, Uno podria explicar la semejanza en sus propie-

dades fisicas y enzimfAticas suponiendo rque estas enzimas comparten

algunos péptidos que forman parte del sitio activo.



111

Spadari (170) y otros obtuvieron una relacidn antigénica entre
estas enzimas cuando usaban antisuero de conejo contra la ADN pol CX,

Es diffcil todavfa asignar un rol definitivo a las enzimas en-
contradas en linfocitos; aunque teniendo en cuenta las propiedades
observadas para la enzima HIIa y el hecho de que in vitro sdlo la
ADN pol o< pueda iniciar la sfntesis de ADN usando ARN como iniciae
dor, suglere que esta enzima tiene un posible rol en la replicacién
del ADN. De la misma forma los resultados obtenidos hasta ahora con
1a ADN pol c> llevan a asignarles una funcidn de reparacidn del ADN.

Mientras no se obtengan mutantes experimentales para la sfnte-
sia de ADN en cédlulas eucariotes podrf{n lograrse un mayor entendi-
miento de los roles que cumplen estas enzimas en el complejo de re=
plicacidn por el estudio de linfocitos de sangre leucémica donde el

control de 1a replicacidn estd alterado.
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