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Al Ih, buin; P, Lelolr, por habeme permitido rwisar eate 

el IartLtuto pop 61 dirl&do. 



Qcido deoxiribonucleico . 
Acido ribonucleico . 

dT r 

ATP : 

deoxicit idina t r i foafato.  

deoxiguanosine tr i foafato. 

deoxitimidlna t r i f o  sfato . 

adenosina t r i f o  s fe to .  

adenosina monofosfato. 

p o l i  (A) : dcido pol iadenfl ico. 

p o l i  (C ) :  Qcido po l i c i t i d f l i co .  p 

po l l  (U) : bcido pol iuridf l i c o  . 
p o l i  ( I )  r dcido polinosfnico . 
YHA: fitohembaglutinina. 

Con- At conoanavalina A. 

pokeweed mi t d  geno s. 

AD: alcohol dehidro genaaa. 

fos f  ntasa a3callna. 

blue dextran. 



SAB: Albblna d8 suero bovino. 

Pe: peroxidasa. 

C: citocromo C. 

PCA: &aid0 percl6rico. 

vI"P t (11 th io  trsl tol . 



OBJESO DEL 'PRBBAJO: 

UTERIALES Y ~ D O S :  



Se describe l a  preaencia, d i s  tribucidn y algunas propiedatlea 

do l as  ADH polimerasas aisladas de l in foc i tos  human08 Be sangre 

per l f&r lca normal s in  estimular y estimulados por fitohenmagluti- 

10s l in foo i tos no estilnulados se  encuentran & a  ADH gol i -  

nterasas a i t op laad t i cas  que eluyen de ~olumnaa de DEAB celulora a 

olear se  enauentra una a018 en.ima*(NfN) que no 80 adnorbe a la 

En e l  eaao de l in foc i tos  eatimulados se aetecta una sola en- 

EZI. e l t o p l a d t i p a  que e lu je  a 0 , lW  de ClNa. La iracoibn nuclear 

eontlene d o n  activldadea enrcim&ticaa, l a  oorrespondiente a NIB 

que no se adaorbe a l a  DlUE celulosa y l a  NI18 que eluye de l a  

D U E  oelulosa a 0,OTM de ClNa. 



Rol ae l o a  dcidos nucleicoe 

Una de l a s  caracterfationa d s  sorprendentes de l a  te lu la  vi-  

ente es au oapacidad para tranamlt ir  l a8  propiedades de una gene- 

&n celular  a otra. S i  blen l a  exiatenoia de l a  herencia habfa 

do notada por e l  hombre en l a  ant igbdad aua bases qufavlcas y f f-  

oas no hreron entendidas hasta princlpioe del  s ig lo veinte. 

La evlderrcla de que 10s Qoidos nucleicos aetdan en l a  tranami- . 
ai6n de  l a  herencia proviene de t ree  claaes de experimentor, heehor 

eon baesterias y virus. 

E l  .primer0 hre e l  trabajo de Avery y sus oolegas Ma Leod g 

Yo Carty, qui.nea encontraron en 19& sue l a s  propimilade. her.dita- 

r ia8 de l a a  baeter ias pneumonia podfan aer al teradas erpecf f i cmn-  

t e  por e l  agregado de BD# de a l to  peso wleoular,  s i e n b  esta habi- 

-clad del ADI9 totabnente des t rdda  por l a  encima deoxiribonuc~easa. 

El segundo t ipo de experimentos eataba relacionado a1  problem 

de cdmo 10s bacrteribfagoa vlrullentoe afectan a su huhped. Hsrrhey 

J Chase en 1952 marcaron l a  protefna del fago T2 eon s~~ y e l  AD# 

pradueoidn be pkotefnas y ADH de nuevoa fagos, 



$3 tercer sxperimenu, h e  real lsado por Raenkel-Conrat y Sin- 

ger en 1957. Elloa eatablecieron que en e l  caao Be 10s virus de 

piantas, bacter ia8 y animnles que conslaten sdlo de U(N y protein., 

E a t r u o t u ~ a  Ffrrioo-Q,ufmica de l  ADN 

Le degradac ib  h i d r o l f t i c e  de l  ADN por 6oidos o ensimas pemd- 

ti6 conooer m a  tres componentea esenoinlea. bstos song 2-deory-D- 

*zbosa, b i d 0  iosfdr ico y bases nitrogenadas, 

E l  ADN de todos 10s t i pos  de czelulaa contiene do8 olases Be 

bases nitrogenadasr l a s  purinaa, adeninn y guanina y la8 pir lmid i -  

nas, t imina g c i tos ina.  

mohoa in-stlgadores intentsron exp l icar  l o  es t ruc tura  aoapleT 

t a  d e l  ADN porn Bata f'ue f o m l a d a  reci8n en 1953 por Wataon y Crlok. 

Blloa stntet i r raron bsi l lantemente loa datoe qufmiooa JJ de ~ i f r a e c ~ d n  

de rap .a  X tin una estruotura alm&tr ice que posefa l a 8  propiedadem 

inherentee a todo mater ia l  genetioo. El  modalo de Watson y Oriok (1) 

eomprende &a cadenae de pol inucledt idoe que se entre lasan para fop- 

mar una doble h& l i ce ,  Us Bos eadenas 0 8 t h  unidas por puentea hi- 

drbgeno en t re  l a e  baaes. 

Porn l a  aarao ts r ia t loa  , d s  i n te resan te  &el  modelo em que aece- 

si te apareamientos eapecffiooa ent re  l a 8  baeea: l a  adenlna ss ape- 

rea rri#arnrs con t tmina y l a  guanina aon c i tos ina,  La r i g i des  de 98- 

tas reg la r  de apareamieato l l e v a  a una se lac idn  complmentaria m t r e  

l a a  seouenoiaa Be bases de l a s  do8 cadenas. Debldo a eat-a Cowgl-a- 

t a r l d a d  l a  es t ruc tura  de Wataon y Crick s e  adapta idealmente a un 



8- - .._ / 6 

repl ioacidn en sf ye que culmdo cada oadena a s  arm '. 
- 7: 

de l a  o t r a  puede actunr como templad6 para l a  s fn tea is  de ma 

cadena, dando aaf lugar a do8 he l i ces  ident icas a l a s  ante- . -  
I 
..A 

; i:! 
a --. 

" - 
, i-. 

~ e ~ l i c a o i 6 n  de l  AD!@ en baolberias - 

-m 

Debido a l a  complejidad de l a s  c6lulas de eucariotes y a sur -.- 
I 

complicados mecanisms de regulncidn, l a  mayor pa r te  de las inve8- 

t igaciones real leadas hasta  ahora para d i luc idar  e l  mecanlrm de l a  a: 

. yJ 
' . repl icacidn del ADW s e  han heeho en bacter iaa, aunque l a 8  lnvest l -  , . _ 
.I: gacionea en c6lu las de organiama auperiorea h m  avansado r4p idu.n-  

- - 
oe 6ltimoa afloa. n 

Se eabe que l a  repl icacidn de l  oromsoma en bacter ia8 abaraa 

dee prooesoa: l a  ln io iac i8n de l a  s fn tes i s  de l  ADlD y 1. e- 

.'- longacidn cro.1~a6pica, aiendo e l  primer0 de ello. l a  etapa regulate- n 

' P  
W t r e  lo. organiama infer iores,  Escherichla Cox1 of ieoid l a  a 

ventaja de l a  gran infornacidn gm6t lcn existents,  elendo a d d m  
I "  

:sua oaminos metab6licos bastante ~onocidoe. Al; Ti. , *. 
- ,-A- c $studios bioqullaicos y genQticos sugir ieron que en B. Coli otn- 

w -  4 I 

. ,pi* - rrim 10s slguientea aucesos durante la elongaci6n de au oromso- ' 

. ! I .. - ( a)-b-5-6-7-8) L 

. . I . *  . 

1: ; ,  - -  1,: k :- . - a)  El deaenrollamiento be l a e  oadenas parentaler. t -  .- ?$. i,. 
; qm - .7 

b )  La efnteaia de fragment08 in id ladores de ARN por la 1RI p0- - 

- .  
?@ 

l imerasa ADN dependiente. .=- L 
' A- 

c )  La extensidn de loa  inloladores por una ADI polimerasa, f o r *  -3 . - 8 33 
- -. 



mdo 10s llamados aegwentos de Okazaki. (Estos son frag- 

m s n t o s  oompuestos de una pequefia parte de A M  unida a UW). 
& 

+ 
d) La reeaocidn del ARN por l a  RNAsa H. 

e) E l  l lenado de loe intervalos vacios. 

i) ~a unidn covaleate de 10s iragplentos tie ADH por una l igara.  

I - Y. ,- 
i B 8:. 4: * 

En E. Cali se conocen t res  polimerasas, La pollmerasa I, airrla- 
,; . ; ?.] 

' C 
I1 L 

' da por Kornberg (9) en 1956, f i e  l a  primera enzima relacionada a 18 -'., 

- ' d n t e a i s  de polideorlnucledtldos. l a  ADN pollmerasa IT iue a181ada 
\ . I  . . . . . - 

". -- I"',' i '  
9 .  

.; I! . . ;:<. . .. 

e por Komberg y Geftor (10) p por Knipperrr (11). Por 

pol lserasa 111 iue encontrada por Ibrnberg y b i t e r  
, 

. (12-13-14) 

Existe una crlase importante (Pe mutaciones condiclonalea en bra- 

t e r i a a  & .  y iagos que permite a Betoe multipl icarae a ~ o O C ,  awque no 

a 42@~,  lh E, Coli e l  uso de mutantea termosenaibles aiectadas en 

10s di;tintos prPceaoa que involucran l a  replicaci6n del  ADN y 1. 

divisi6n celular  enoatr6 tser una m y  buena h e r r d e n t a  para e l  and- 

l ls is de estoa prooeeos. 

La evidenoia de que d iet in tas polimerasas reallcan d ls t in tas  

fuaciones proviene Be1 eatudlo de eetas mutantes. El hallaego hecha 
I 

* -  I por De Lucis y Cairns (15) de que una mutante de $, Coli def ic leate 

t .-, 
- '  . 

en l a  AIM pollmeraaa I es capas de crecer normalnente sugir id que 
2- 

. . 
*-a eeta entima solamente repara el  BDN. Por otro lado, exper-entor he- 

8 

ohoa con una mutante termsensible de E, Coli para l a  ADH pollmerr- 
I 

concluaidn Be que esta enelm es l a  responsable , 

- 

4 f w  1 -& .: , r a d -  L. t 



- - . I I  ' -  

en eaa eapeeie. 

p otroe, oa%udiando l a  oonversidn e n t i d t i c a  de 

Mi osod la r  de una sola cadara de 10s virus M l j  y @~174 6 su fomq 

replioative &e duplex revelaron una nueva forma de ADH pol 111 cono- 

o id .  'son, AlW pol III* 7 rple re r ia  l a  enzirar reaponmble de eat. 

rep&ioacibn. - 

~ep l i eac idn  del  UlV en 0 6 l ~ a s  eucariotes 

m i d o  a que no hay todawia muta tes  de replicacidn de AD# en C :  
;yp-:., ' 

$ w a Z a a  cmoariotes, l a  inveatigae%&n de is afntesia de1 M 7 ru 
k ' d,&m4awl en organi-a superiorcs requiere un siatema que perrita noz' 

- d3.a el estudio de diferentea enaimas, eino tamb16n correlacionar 5% :, 
hryt io idades bioqufnicas con iuacionea oelularea. 

Pooo Be -now todada  aobre Za r e p l l c a c l ~ n  dei  JUlM en cs&hlra.i 
L' 

1 % ' '  

!;\a; ergamiuois auperloree. La mayor par te de l'aa inreatlgaoiones 8e m -  

1 .?, 

' ;' P?6r estuaios de r a d i ~ a u t o ~ r a f f a ,  Hubberman y Biggs (17-18), ob- - 
que e l  ADN de celulas be euoariotes se  replifia tmiendo 

4' - 

- I Kllos mostraron quer 
.. ' 

a)  Durante la fase 8 de a61ulas de d f e r o s  en cult ivo l a  ra-- . . 
p~ i cac idn  del ADN se produce en unldadea que eat& d ia t r i -  :. 

buidas en tandem, . . 
b 

b) mado ouaqu ier  punto de %nidiac~dn u origan, l a  replioeot&s 

pmgrera b id i r eoo iona~en te  ( por mdio de doa tendore. di- 



vergentes) , con una velocidad de aproximademente 0.5-1.2 

lnin. 

el U s  in tervaloa ent re  orfgenea a r i a  ent re  15 y 120 p. 
d) La replicaci(5n puede comenaar desde orfgenes vecinos 8n for-  

ma eacalonada en e l  t i m o m  

Por otro lado, e s h d i o s  hechos sobre 10s cromoaomes an eatado 

d t d t i c o  ds ce lu las  enteras de varios organisms indioaron que exis- 

;em oonourrentmuente var ios s i t i o s  de repl icacidn del ADII. Ebto t e  

~enmatrd dando puleos de t imldina t r i t i a d a  durante l a  fase S prece- 

ca r io tes  muchos invest igaabres han t ratado de deteetar los  en celu- 

la8 de d f e r o s  y en algunos caeoa con reaultados poaitivoa. 

l a  pomibilidad de encontrarlos depende de 10s m6todos de p reparac ib .  

Lea lnvestigaoiones hechaa hasta e l  momento sugieren que em celula8 

~ e &  fIubernan y Horowite-(20,) estos sepaentos existen, pero 

de eucar iotes existen unidades de replioacidn y que l a  s fn tes i s  de 

ADN .es  dimoontinua, procedi endo en pasoa que involuoran l a  f o r p c i 6 n  

~ e a p u 6 s  de l  desoubrimiento de 10s segmentos de Okaeaki en pro- 

de pequeflas gieaaa que luego s e  unen para formar e l  crosoaoma c o q l e -  

to (21-22-23). 

En llorma analogs a 10s desoubrimientos de Okaeaki en E. Coll, 

en eucar iotes tambien estoa seepnentos se i n i c ia r fan  eon un f ' r a ~ m b  

t o  de A M .  Esto fue demoatracb por var ior invest igadares (24-25). 

Pig le t ,  Eliasson y Reichard l legaron, a es ta  conolusibn usando n6clroe 

a ia lados de au l t lvos de o6lulaa de f$$roblastos de ratdn infectador 





par  medlo de pro te inas para former una f ibra.  

CIH y el  j u g a r k  u. r o l  importante (28) en l a  e ~ t r u c -  

t u r a  d e l  cromosoma. Bsto f i e  propuesto por var ios i n v e s t i p d o r e s  que 

observaron e l  efeoto e jerc ldo por agentea queaanter. 

En l oa  organislaos euperiores e l  plegamlento g oondeslsacidn de 

la aml&cula de ADH aparenterente oontinua, en M h l c o  OCOID~OU, 

haoe d i f i c i l  entender l a  repl icaoidn a n i ve l  ce lu lar .  

Aunque l a  eat ruc tura  d e l  crornosoma aufre cambios cornplejoa y 

c ~ c l i c o a  durante l a  mitosis,  l a  meiosia y l a  espermiogbnesia, en to- 

doa 10s crasos l a  unidad b&sica ea l a  nml&cula nueleoproteloa macro- 

m l e e u l a r  y f l l u e n t o a a ,  Si bien l a  k Y o r f a  do 10s lavest igadorer  (1 

apoyaron l a  idea  de una b i o a  p i e t a  de AD# duplex por orornosolea, a14 

m a s  o t raa  obaervaoionea introdujeron dudaa a 1  respecto, $610 re- 

olentenrearte, midiendo l a a  psopiedades v i a c o e l ~ s t l c a s  d e l  ADM Qe l o r  

cromosomas; de Dros6fi la, ee ha podido mantener e s t e  largo p o l f m ~  

.en soluoi&n y 'efeotuar as$ l a 8  mdio iones (21). 

En o6lu las de organisma auperiores se ore8 ahora que e l  ADlO 

oronmaomal ea t&  oonst i tu ido por aubunidades funoionalea. La6 d s  pe- 

qusdas aon 10s oegmentos de Okaaald, de alrededor de 1.200 n u o l d t i -  

dos que corresponden a 0.4 do AD# he l i co ida l  y l a s  r a p r e e  t ienen 

2 p y c o n t i m a  por l o  tento  aproxlnadamente 6.000 n u e l d t i d o a .  

La in io iaeibn,  por l o  menos en alguaos s l t i o r ,  se debe a por- 

cionea be W ,  l a 8  cualea 88th unidaa a 10s fragmentos de ADS mar 

De aeuerdo con Davldson, en e l  drollosor. u i s t e n  ae(peoto8 do 

a l rededor de 9.000 nualodtidos qua e s t h  separadoa por aecoencias 



Taylor y oolaboradores (a) mstraron que l a s  seouenciar Be1 

A W  m e  s i rve como iniciadorea en lo8 se@nentoa de Okataki son eon- 

planentariaa a una par te de estar  regiones repetidas. 

~ f n t e a i s  de ADN s cic lo celular 

En b6lulas euoarlotes e l  ciolo oelular oonsta de das partea 

f'undamentales (29-30) t l a  in ter fase y l a  diviaibn. 

a1 La interfaaetea un larepo perfodo de orecladento que a ru vet 

puede subdividirae en varia8 etaparr G1, 8 y G2. 

~eapu6s  del  pergodo (11, en e l  cual se  aintetioan lo8 consti- 

tuyentes neces~ r i os  para l a  duplicacl6n del  ADS y otraa aur- 

tanoias oelularea, comienea e l  perfodo 8,  en e l  cual se re- 

p l ica  e l  material geneticp. Ya completada l a  duplicaci&n 

de l  ADN, l a  celula entra en l a  etapa final de l a  Inter fare,  . . 
periodo O2 en l a  cual culdnan 10s preparativoa para l a  dl- 

varfa, pero esta variacidn er  pequaa entre e.&lulas de una 

de d f e r o a  l a  rase S tardn de 6 a 8 horas y l a  fase G2 de 

3 a 5 hora8. La fose GI s in  embare puede tardar deade unns 

pooaa horas a varioa dias. 
8 

b) ~a diviaidn o mitosis; es un p c r i o d ~  relativamen6e corto res- 
I 

peoto a l a  in ter fase por medio del  cual se  produc'en dos c6- 



.- I.. : :  

4 Bste ciclo se  rep i te  en cada generacidn celular.  Bajo condi- 

oiones de temperatura y nutr ic i in  determinadaa es constante I 
a r a  eada t ipo de c6lula. En l a  mayorfa Be l a s  plantes ; 

aninales e l  ciolo entero t iene una duracidn de alrededor do 

veinte b r a s ,  de la8  cuales sdlo una corresponde a l a  divL- 3 celular  y e l  resto a l a  interfase. 

~ f n t e a i a  de ADN en n h l e o  aislado 

a l a  complejidad do 10s organisms superiores es di f fc  

eatudiar log mecaniamos de replicaoibn del  ADN i n  vivo. Ea por e l lo  

ouo l a  mavor oa r te  de l a s  investigaciones se  ha,n realizado en nd- 

Aunque es mug compllcado determiner e l  ef ecto del  procedimien- 

aislftmiento sobre l a  oapacidad del n h l e o  para s in te t izar  ADH, I 
a t rabajar  oon n6cleos aisladoe corn metodo para dellnear lo8 

nos de s in tea is  de ADN (31). 

En estuCtioa con c 6 l u ~ a a  sincroniaadaa se comprobd que l a  repli m C 
:noibn de ADX en nboleos de d f e r o a  es un proceso m y  ordenado quo 1 

m #,os requerlmientoa para l a  s fntes is  de ADN en nfioleos aislados 1 m :F 

Raeron ya dercriptos en 10s primer08 estudios sobre e l  temn (32). 

Se s a b h  que e l  ndcleo necesitaba lo$  cuatro deoxiribonucldaido B 

I t r i f 'ostatos (dA9!$, dDTP, dWP g dTTP) un in iciador de ADi g 

P v e l o c i d a d  de sintqaib en niicleoa aislados era mu7 peqrrdia c o ~ ~ a -  1 



Pa con l a  velocidad i n  vivo, Bate heoho fue atribufdo a 10s efec- 

tos producidos por l o  a procedimientos de aialamien&o. 

La crolaatiaa enddgena puede actuar corn iniciador y templado 

para l a  polipaerasa nuclear (34). ~ r o b s t  y otroa moatraron que rua 

preparacionea nuczeares alntetisaban ~ D b l  ouando ae l e e  agregaba l o r  

aealdad de inlolador. Pero l a  mayorfa de esos inveatigadorea nota- 

ron que l a  afntesis de ADN ae increments aignificativamente 81 se  

egrega un in lolador apropiado , 

W a t e  evidenbia - (35) que l a  uromatina nuclear puede se r  un 

iaotor 1iPlitante de la afnteaie de ADN i n  v i t ro  debido a su i ne i i -  

c ien te  oapaaidad como iniciador, Burfpyne (36-37) y oolaboradorea 

demostraron uaando higado y t i m a  de ratdn que exiate una endonuclea- 

Ba qua 98 dependiente del  16n cai*# pue crea ruptura. en e l  ADN de1 

n6aleo estima&ando l a  sgnteaia del ADN, \ .  

Lynch (33) 3 otms moatparon quo el tratamiento de n6cleoe nor- 

males con DHAaa pancreit ica aumenta l a  sfntesia de ADN y este  efoc- 

to ea pareoido a1 producido por l a  exonucleasa I11 sobre cromatina 

Varioa inveatigadorea encontParon que sus preparacioner nuclea- 

r e 8  necesitan ATP para obtener una dxima aetividad Be l a  Ulll poll-. 

meraaa, aunque no ae oonooe todavfa e l  r o l  del  ATP. 
/ 

Se han hedm mchoa estudios para determinar a i  e l  proceao de 

afnteaia de ADN g e l  producto formdo en nGoleos aialadoa se pareee 
s 

a1 de 1n  c&lule entera. 

PprleanlRn g Mueller (31-39) enc~ntraron que n6caeoa aislador da 



a&lulaa HeLa en Paee 8, aparentemmte contlngan I n  v i t ro  l a  rgn~e-  

8 i s  ~oqeneada In  vivo. gl producto de l a  reaccibn i n  v i t ro  ee sen- 

s i b l e  a l a  DRAsa y au densidad y perf11 Be sedimentaci6n eimilarer 

a1 ADN extrafdo de nacleoa de celulaa HeLa, 

a w e 1 1  y Muelker (40) nmatramn que e l  ADN heoho I n  v i t ro  por 

adoleos aislados ae s in te t iza  en forma dfsoontinua, de aranera eeme- 

jante a l o  que ocurre i n  vivo, 

Schandle y Taylor (41 dieroqpulaos de t ia id in4 u r e a &  a nd- 
\I ;,r oleor aisladoa produciendo corto e segplentoe de ADIS radioactlvos quo 

er- oonvertlBoa a unidadea mayorea por l a  adicldn de ATP, regurr- 

r a t e  por l a  accids de m a  l igasa. 

Otroa inveatigadaree llegeron a l a  cencluaidn qua l a  s fn te r i s  

de Mlll en sus fracciones nuoleares era una continuaoidn de l a  rep l l -  

, o a o i b  isr vim 3 que l a  habil ldad de& ndcleo para repl ioar e l  ADl 

Zn ritn, dependfa qua l a  chlula intaota hubiera eetado ~ ~ n t e t i ~ n b o  

*agar (42) y o t ro  s investigadorea l o  graron que ndoleos aislados 

Jde hfgada 9 tima de ra t& replicaran eu O M  sin e l  appllegado de ini- 

alador edgeno. Luego estudlamn por medio de an&l i r ia  qufmlco l a  

seouenola del ADN produoido, obteniendo m a  composioidn mu7 rim%lar 

a la que obaervaron a1 anal i rar  dlpeotanente ADbl de hfgado de ratdn 

obten~do a palrtir be o h u l a  entera. ~ s t o  augirid que l a  ADR polime- 

aaae use oom templado para l a  replicacidn au BDN celular. 

 amb bib d a t e  eridenoia de reparahibn (33) de1 &D!t en n 6 e l . o ~  

aislados de higatlo de ratbn. 

Eatea y o t ra r  propiedadee ds l  n6cleo augieren que estos funoio- 



.. parecen responder a mecanisnss de control  ce lu lar  para l a  s h t e r i a  . F' T 

de ADN. 3 
'.": c Esto f ie  demostrado por Thompson g Mc Carthy (43-4.4) que encon- 4 iw 

traron un f ac to r  citopla,sm6tico soluble de c 6 l u l a ~  que eat& rep3i- .': && 
- 7 kJ  oando activammte au ADN y que ea capaz de estimular d i e s  a veinte - :  

5 
p' $4 veces n h l e o a  de c6lulas que no a in te t izan ADN i n  v i t ro ,  corn ea e l  ' -, 

?*. LA, caao de hfgado de ratdn y er i t roc i t os  de pollo. Fa esos experimentor 4; 

no hub0 agregado de in io lador exdgeno, de  t a l  forma de p e r r i t i r  a1 
5 

.' nbaleo, en presencia de Yg*+ y 10s cuatro deoxinucldsidos t r i - foa-  + 
tat0.8, user  l a  oromatina enadgena. .. C . 

. L '. 

Bsos resul tados son s imi lares a loa obtenido. por ot roa iover- :-%= 
'; E 

. , 

clones citoplasm&ticas de 61istintea fases de l  o ic lo oelular. -3 --. k 4  

: ,* 
J. . Hay evidencias contradictor las sobre e l  control  de l a  repl ica-  :# 

=A 1 k 1: -+: i 
1: cidn del AI)# en c41ulas eucariotes. 

v *I 
v>:', 8 - Y 

t 
l 

W algunos slatemas l a  simple preeencia o ausencia de ADI poli-- ;: 
aernsa puede se r  uno de 10s fac tores primaries del control  de l a  ;J 

4 ' 4 

Cuando s e  estimula l i n foc i t os  con f'ltohemoaglutinina (45) pala rnLp . t _' . 
a 
+, 

qn tiempo antea de que l a 8  c/ lulaa s e  dlvidan. Durante ee te  ti- . ,U 

'b ', . . !J- i 

it l a a  oblularr deben s i n t e t i z a r  l a  ADW polimerasa, exist iendo una exce l  e: 
-3 . .  

! '  1 l e n t e  corre lsc idn ent re  l a  velocidad he afn tea is  de l  y l a  can- b . h  
: c 

T. 



Bb otros aasos l a  afnteaia de ADlJ pare- independf ente d e l  n 

vel  de l a  ADN polimerasn. Par ejemplo: h i g a b  de r a t &  en regener 

oidn. Bn e s t e  caso (48) l a  repl icacidn d e l  ADlS ceaa naturalmente 4 
per0 el  n ive l  de ADS polimerasa s e  mantiene a l to .  - 
if!: El cont ro l  de l a  repl icacidn en embriones de er izo ds mar (46 
47) ea tambi6n lndependlente de l a  s fn tea i s  de nueva enelma, per- b- 

s is t iendo una a l t a  ac t iv idad e n e i d t i c a  desde e l  huevo has ta  e l  e 

tado de bl&stu ln.  ~ q u f  e l  contro l  parece involucrar una t ransferen 

c i a  de l a  enelma d b l  citoplaama a1 ndcleo, posiblemente por l a  dia- 

ponlb i l idad de nuevo s a1 t i o  s en t i d t i o o  s aobre l a  cromatltna nuclear 
11 , '  
;:.I) 

LJ: - ADN pol inerasas de c&lu las  eucario t ea  
d: 1 

I A  ' 
IBb d d f e r o s  s e  hen a is lado var ias  eapeciea nmlecularea de ADR A< - 

polimeraaas de citoplaema, ndcleo +y mlCocondria, en d i a t i n t o s  

&a de desarro l lo  o diferenciaoi&n, aunque todavfa no s e  srrbe 

es l a  enelma responsable de l a  repl icacidn cromoabmica. r 
. I B s t e  prob lem s e  ha conplicado a h  d s  con e l  deacubrlalento , 

por T d n  g Ailxutani en 1970 (49), de una ADM p o l i w r a s a  que e II 
pendiente de ARH de v i rus  y que se  ha encontrado en c ~ l u l a s  19 
I 

a c a s  y en algunos tumorea (50). - - 
.I 

En l a  nayorfa de l a s  c h u ~ a a  de  evcar iotes s e  han encontrado ; 
1.. n n  

doe enelmas que s e  di ferencian por sus pesos moleculares, ubicacibn r -I 
Z c e l u l a r  y o t r a s  propiedades g que aeghin l a  nomenclatura eetab l  

dal ( 51) actualmente s e  l a s  denomina ADN polimerasa y ADB p o l l  tb 0 

r a s a  e. T&I& ex i s te  o t r n  ADN polimerasa encontrada en. muchar 

c h u l a s  animales conocida por ADW pol iaerasa 8 ,  a l a  que anter ior -  

r. I - .  - 
.@. 1 # 

' _  - 8  - 

rd ;*#a>m.<, . 4- . * ,  . -1  1, 4 :: . - 1  



..-.,a ae denominaba R-ADN polinerasa, Bsta enei~aa ca ta l i ra  l a  einte- 

85.8 de p a l i  (dT), usando oonw, templado pol l  ( r A ) .  Por 6 l t imo  9 8 t h  

l a  ADN polimerasa mitocondrial desi@adn: AD# polimerasa at. 

ADH rrolheraaa OC 

Bs l a  enxha cuga actividnd aumenta en c Q l ~ a s  en creciariento. 
5 Esta enzima, de a l to  PM (1.1-2.2~10 daltons) y coeflciente de @&dl- 

mentacibn 5-88, s e  encamtra predominantemente en e l  cltoplaama aun- 

que tambien ae encuentra en e l  ndcleo (51). firm ngeegadoa a baja 

f'uersa ignioa, g copia muy bien duplex de AD19 con cortea que oontie- 

nen gmapoa .3'0H l i b rea (52). Es wug sensible a 10s inhlbidoree de 

p u p a  sulihiUri los, Tiene un ph 6ptimo cerca de l a  neutralidad, oum- 

do se usa como lniciador-templado ADI activado, 

Esta en~ ims ea inhibida por a l t as  concentraciones de ac t l aad -  

oina D baja concentraeidn de hem y bromuro de et i lo.  4ambi6 e8 

inhibida por o(. neomiaina, Bcido po l iu r ld~ l i co ,  nitrosoul~ea8, i800ia- 

s i l  cltoainn t r l foa fa to  y derivadas de l a  rlfampioiaa. 

no eat& aeoelads a ninguna activldad de nucleaaa, n i  cata l iza In ter -  

oambior de plrofosfato con loa deoxinuoledsidos t r i fosfatoe 62 -55 ) .  

ADH w l i r a a s a  6 
4 Ee ma eneina de bajo PM (4-5% 10 daltons) con un ooeficiente 

* 

de sedimentacidn I be 5-48 (51-54.). Se encuentra en el, n6cleo y a brjm 

fuerca % h i m  puede ex ia t i r  como agregndoe. Esta enzima copla ef i-  



clentemente duplex de ADN con cortea y a una velocidad menor puede 

reproduoir l a  p a r t e  de ribohompolfmero de complejoa corn (A),dTq. 

Es insenalb le  a i rb lb idores de grupos sulf 'h idr i los (56). 9iene 

un ph dptimo aloal ino ouando s e  usa ADH activado corn iniciador-tern- 

plado , 

La enzlaa puri f icnda no t i m e  actividnd de nucleasa n i  ca ta l i -  

za intereambio de pirofosfato. Y aunque requlere 10s ouatro deoxi- 

nucledsidoa t r i - fos fa tos  para su dxima actlvidad, puede -ser simi- 
f icativamente act iva oon adlo uno, ~10s o tres nuoledticbs en pre= 

senoia de ADN aotivado corn templado. 

Repreaenta a610 1-2$ de l a  act iv idad t o t a l  de l a  ADH polikera- 

aa ce lu la r  y eat& greaente en e l  ndoleo y citoplasma (51-57). 

W oblulas HeLa ae encontrd {ue l a  polimerasa t i ene  dos comc 

ponentee, I .;p If. EL PM de ambos ea 110.000 daltons y d i f ie ren  en 

au oapacldad.para leer varios r iboholopol~meros ta le8  oom po l i  ( I ) ,  

po l i  ( C )  o p o l l  (U). LR forma I (58) copia bten p o l i  ( A )  y pobre- 

mente 10s homopolheros p o l i  ( O ) ,  po l l  ( I )  o po l i  (0) raientraa que 

l a  forma 11 oopla bien todoe los homopolimeros. 

Estas dos f'ormes enzim&tlcas, separable8 por oolumnae de hi- 

d ~ o x i a ~ a t l t a ,  ae comporton taltlbi(in or1 Pormn distinta en pressnoiL 
' 

de as1  o etnnol g n i n g u n ~  dn I n s  do. es lnhihid~ por  el antisuero 

que inhibe l a  t ransar ip taaa inversa de v i rus  de tumores be primates 

. y ratones. rn 

Esta a t i m a  ~ rop iedad ,  junto a1 hecho de que es ta  entime no oo- 

p i a  ARB, l a  d i ferenc ia  de i n  ADN polimeraaa ARN dependiente de 108 





Chiu y Sung (66-67) desoribieron doa M polimeraa8a de cerebro 

ae  ratdn en desarrol lo slmllarea a l a s  en~imas do hfgado de rat6n. 

Adms ( 6 8 )  g o t m s  trabajando can cult ivos Be o41ular L de raw 

tdn, enoontrlrron dos activldades de ADN p o l i a e r ~ s a  en l a  t'racci6n 

nuolear. Una de el laa pref iere ADN nativo como inielador y 8e eacuen- 

tra finnemente unida dentro del n6cleo. Los PM obtenidoa para este 

4 4 5 enzim son de 3-5 x l o  , 7 x 10 g 1.4 x 10 daltons, l o  que sugie- 

re que s e  agrega para formar diner08 7 t e t r he ros .  

La o t r a  enaima ae encuentra a d e d s  en e l  eobrenadante y muestra 

nayor actividad con gflW desnaturalitado. Tlene un PM aproxbaado da 

5 2.5 x 10 daltons, Psta enzlma se encuentra nda firxaemente uniaa a 1  

sdoleo durente l a  faae S del ciolo oelulrir, l o  que es oonaibtente 

Don l a  Idea de una translocaoidn de l a e  especies de a l to  PM derde 

el citoplasme a1 ndcleo en o&lulaa.de d f e r o s  como oourre en el  

eaao de gmabriones de e r i to  de mar. 

l loha y Stockdale (69) sloontraaon dor ADN polimerasaa en e6- 

luxas d r i o n a r i a s  de d s a u l o  antee de su di~erenciaei6n.  Una de er- 

taa enr ima, l a  ADN pol P de bajo PM es prdlomlnantrente nuclear 

f pre f le re  ADN natlvo corn iniciador, La ADN pol a d e  a l t a  PM, pro- 

Piene de l a  i r aoadn  c i t o p l a d k i c a  y pref iere ADM deanaturalitabl 

o con cortes, 

Weiesbaoh g colaboradorss ( 56) desoribieron dos ADB polimera- 

sas en ndoleo de cblulas huaanaa en cult ivo, una d s  grand8 y otra 

d s  pequefla. ~dem&s hallaron m a  entima c l t o p l a d t i c a  almilar a l a  

de mayor tamaflo enoontrada en n&olso. ' 

Una dirtr ibu&ldn entimatian parscida se deaoribid en un oul t i -  



,aa KB (70). 

Craig y Keir (71) purif icamn y caracterisaron l a  rD. pol O(J  

ADN pol (3 de 08lulas BHI[ y acontraron que estas msimar diferfan 

marcadameate en su ph dgt im,  en l a  inhibioidn por I-etilmalelmid. 

y en l a  capacidad de usar algunos temphados sint6ticoa. ~mmbih es- 

tudlamn l a  distr ibucidn auboelular de estas enzlma y l a  heterogie- 

neidad de l a  ADlO pol CX (72-73). 

5 de c6lulaa BHK que tenIan un a l to  peso nmlecular (en t re  1.5 z 10 

5 2 x 10 daltons) y concluyeron que eran f o rms  polin6rioas de un mo- 
4 ndmero de 5.4 x l o  daltons, cuyaa propiedad08 era. parecldaa (coe- 

i io ien te  Be sedimentacibn, especificidad de templado, resistencia 

a l a  inhibicibn por I-etilmaleimida y heparina)a l a s  de l a  ADlP pol l-  

meraaa nuelear ( 75-76) . 
Por ot ro lado, Hecht observd un fendmeno similar con l a  ADH po- 

Limer~sa o i t op lasd t i ca  de teatfculo de ratbn. 61 distinguid rn em- 

t e  te j ido t r e s  polimeraaas: una nuclear (3-5 a ) ,  o t ra  ci toplasabti-  

ca (6-8 8 ) .  a baja f'uerea idnica y una mitocondrlal (9-10 a) .  l b a  

~ o n t r d  que I n  mayorfa de l a  actividad (6-8 3 c l t o p l a d t i c a  era coa- 

vertida por aal a m a  fonna que aedimenta a (3.5 a). A p a r t i r  de e m s  

resultadoa, Heoht poatuld l a  hipdteaia de que la encim nuolear es 

l a  responsable de l a  replicacidn y que l a  ensima c i t o p l a d t i o a  re- 

su l ta  de une nmdlflcaaibn de l a  nuclear. Eetoa cambior aryudarfan a 

regular 18 oantldad Be eneima nuclear. Por otro lado e l  ~rovilniento 
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- 
L .  ' "me 

do ae inducfa la regeneracidn del higado por hepactectoda paroial. '& 
Y t a m b i b  era Qsta eneima que mst raba mayor actividad en higado -urn r t '  I 

fetal de ratdn, mientraa que l a  actividad de l a  ADl? pol queda ~ r d o -  
1 -- 

ticamente oonatante en todos loa casos, . , 2 V 8 

Bar11 (64) y otroa inveatigadores observaron uaa eituaoidn ri- 

Bdlar en higado de ratdn en regeneracidn. 

Chang y Bollum (79) usaron gradlentee de sacarosa para determi- 

nar l a a  relaelones entre l a s  do8 pollmerssaa de hfgado de ratdn, Uu- 

rante e l  proceao de regeneraoidn hepjt ica. es te  perfoelo, l a  act l -  

pollmeraaa queda c s a l  constante8 7 (ate miam0 fendrcmm f'ue obaer- 

;ado por Qlang ( 8 0 )  7 colabondores usando celulaa L de ratdn. m a -  

& a esas c61ulas se  laa cuPtlva haata l a  faae eetacionaria l a  s h -  
'I 

teais Be BD15 y l a  divisidn celular se  para y l a  aotividad de l a  AD1 

pol OC dieminuye en fo rm  notable, 

31 a l a s  cr6lulas ae l a s  estimula dlluy&ndolaa en medlo freaeo 

l a  afnteais de ADM aumerita nuev~~laente a1 igual que l a  aatlvidad de 

a u  y Sung (81) relacionaron l a s  actividadea de l a  ADlf pol . 
J 16 AIN pol Q de oerebxm de ratbn en d iat in tos e8tados de deaarro- . 

110. Asf en cerebelo de ratdn donde l a  aivieidn aelular  er d s  rd- 

pida de8pugs del naoimierrto, 1. AD# pol 0~ aumsnta del d ia  2 a1 dia 

6 y luego decrece a un nivel  cas i  desprealable en e l  adulto, ada- 

era, que l a  actividad de l a  ADN pol g Garfa m y  poco en ere pufo-  

do. Por otro lado en l a  corteea crerebral, donde no hag caai divi- 

aibn despuh del nao$miento, l a  a ~ t l v i d a d  de l a  ADN pol dC ee mug 



- & ~ ~ j z ~ b - ?  r .r_; r2c . z 1 --c . - > -  eH- 1 
I . -  
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' l  - T q b  

reducida a 1 0 s  dos dfas de l  naoiniento 7 decrece a h  dB hart. 11- -. ,: 

1 omear l a s  caracterfst icaa de l  oerebn, adulto. l a  act iv i thd de la 

ADW pol 8 tambi&n decrece en forma mntinua haata alcanear loa oalo- 

r e s  del  cerebro adulto. 

Stoakdale y otroe encontraron que cuando la8  oelulas muscular 

r e s  se  unen para formar c6lulas dlferenciadas, Oatas pa no replican 

d s  su ADH nuclear y plerden 90s de l a  aotividad de ADN pollmerarr. 

A pessr de el lo,  eaaa c6lulas mantienen su cap 

I ADH (82-83). 

Weissbach g colaboradores observaron que cuando l a s  ~ B l u l a s  . : 

HeLa s e  dividen logarftmicatnente l a  ensha  c i t op lasd t i ca  es 1.a que 

- t iene mayor ao%_buidad. 

Craig y Xeir (84) obaervaron l a  relacidn de l a  AIM pol CT y 

ADR pol de e6lulas J~EK en Uat in tos  estadoa ~ ~ m i o ~ ~ g i c o a  y mostra- 
' 

ron que l a  aotividad de l a  BDbl pol ff en c6lulas que oreofan exponen- 

c i a l n e ~ t e  es 11.3 veces mayor pue en c6lulas en repom. La act tv i -  #. 

dad de i s  ADH pol , en cambio, ea re la t ivaumte indepmdlente de1 - -  

eatado f ls ioldgioo de l a e  o8lulas. 

ADN ~ol imeraaa I( - 

f L  9 

La aeparacibn de eata enzLxua y su difermciacidn de 1as *DI1 
7 .  

I pol J ADN pol en c6lulas HeLa f i e  desoripta inicialmente por 1: 
h ,    id lender, Weisabach y colaboraborea (57). La ADA polimeraea 8 ta, . 

4 .  - 
t .- gads de ratbn, c81ulsa de timo do ternera y en algunos otroa ta'ji- 

t:.-L2 # 

, (86-87). - 
I I .  . @ 

1 -  - -  
I .  
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La aet iv ided de la ADN polimerasa en cdlulaa HeLa sincron! 

daa (58), muestra un h i c o  aumento justo antes de l  comlenzo y en 

forma para le la  a l a  s fn tes ie  de l  ADN, 

Much. investigadorea han augerido (51) que l a  JLDN pol I( pl 

de e s t a r  relacionada a l a  ADN polimerasa dependiente de  ARlO de l c  

virua oncog~nlcos a ARN, re i le jendo de es ta  forms l a  presencfa de 

par t f cu las  v i r a l e s  en l a  c6lula. Pero e s t e  prob lem a h  no s e  ha d i - '  

lucidado. 

ADN polimerasa rat 

bas mitocondrias y cloroplastos parecen e x i s t i r  semiautonoma- 

mente, e s  dec i r  que au d iv is idn y e l  menos pa r te  de aus fuaoiones 

i i s i o l 6g i caa  son independient ea d e l  control  nuclear, debido a que 

estoa componentea ae lu lares  contienen su propio ADH (88). Se ai.816 

y purified uns ADN polimerasa de mitocondria de hfgado de r a t h  

(89-90) g o t r a  de levadura (91). 

l a t~b ien  ae a i s l b  y pur i f i cb  una ADN polimerasa de mltocondriaa 

de c6lulaa Heta (92-93). Fry y Weissbach (59) nmstraron que l a  po- 

l lmeraaa nt de c6 lu las  HeLn d i f i e r e  claramente de l a  ADN polimera- 

aa 6C. Una carac te r fe t l cn  que l a  d i ie renc ia  de l a 8  o t r a s  llD# p o l l - .  

merasas celu larea,  es au incapaoidad para csopiar e l  011~-homopolf-  

aero  ( dC), do 15* 
Soriano (94) encontrc!! una polimerasn en mitocondria de cere- 

I 

bro de d r i o n e a  de pol lo cuya funcidn no se conoce todavfe. Erta 
I 

enzima inoerpora pref erencialmente dGTP en l o  s polinucled t ido  r sin-  
I ' 

- 
En lnitocondria de Tetrahimena ee encontrd y pur i f i ed  una po l i -  



meraaa ouya m o i Q  i n  vivo no 80 conooe per0 que e8 induclda cor, 

respueata a c ler tos dafioo pmducidos en e l  ADN sdtocondrial y m e  

estd preaente en grand.. cantidades durante lo. proceaoa de repan-  

C I ~  ( 9 5 ) -  

Flnalmente algunos inreatigadorer (93) han dlaoutido l a  poaibi- 

l i dad  de que existan en mitocondria be madferns do8 polimerasas 

d is t in tas ,  aunque eato no se  ha v e r i f i ~ a d o  a h .  

p t ras  ADN ~ol imeraeaa de eucariotes 

Las ADS? polimerasaa degendientes de ARI ae encoatcaron en ma- 

ohoa virus oncog&nlcoa a ARN y .a algunna c6lulas infectadaa (96-97- 

98) 

c61ulaa nomuales l a  Mrqueda de eqtas s h s l ~ a  reru l ta  barn- 

tan te  d l f$c i l ,  debldo a l a  preaenoir de l a  AJXI polimera8a #, 38 que 

bien 8610 l a 8  transcriptasas inversa8 pueden oopiar eficlentemente 

BRlO natural. 

Otra f'uente de confualcfn puede provenir del h e w  de que laa  

N po lherasas  dependlentea de AD# gueden uaar coplo iniciadores pe- 

qu-s pedama de ARM. Por e l lo  ae hace neoeeario diat lnguir  entra 

l a  s inteeis  dependiente de ARN o aquella que use ARM conm inleiador. 

A pesar de e l lo  existen algunaa evidenciaa (33) de l a  e Jstencia do 

esas actividadea en celulas normales, aunque au r o l  en e l  metabolis- 

mo oelular no ea claro. 

~espu6a  del  deacubrlmiento en c h u l a s  ds eucarioter de 1.8 AD1 



.lebsldos t r i fos fa to  s, D a h w  (99) y o tro8 inveetigadores encontra: 
,4 

bn ot ro  t lpo de pol imer~sa en t imo de ternera que requlere uno sb- 

La funcidn de esta entima a& as desoonoce, aunque algunos i n -  

estigadores l a  hacen responsable de l a  diverttidad be anticuerpos. 

Esta enzima aimpXemente polioaerica e l  deoxinucled t i do  disponi - 
le aobre e l  grupo 310H terminal del ADN de una sole cadena o O H  - 

ativo . 
Yoneda y Bollurn (100) purifioaron eata ensima y encontraron que 

est& present0 en l a  fraooibn citog~asmllt ica de timo de ternera. 

rang (101) obaerv6 esa aatividad en l a  fraccidn proteica no histdnl- 

!a del n6cleo. 

0 t ro  s inveatigadores entmntraron act ividaa de deoxinucleotidil- 
+ 

;ransferasa en ndoleo de nntaocla in tes t ina l  de  ratdn y en nbaleo b e ,  - 
dgado d'e' rat&n. 

MoCaffrey (102) y otros 5aveatlgadorea encontraron eata e n z i u  

proceso de r e ~ l i c a c i 6 n  en euaariotea ;;I 
SI bien no-se conoce a h  cdnao es e l  prooeao de rep~ icao idn en 

' o&lules eucariotes, exlaten olgunos hechoa que hacen penrar en un 

iprooeso similar a1 ya descrlpto para bacteriaa. 

Wawr y Hubeman ( l O j ) ,  I%x (104) *y otros imvestigadorea propu- 

,sieron que aimilaralente a l o  que ocurre en riat-s bacterianoa y en : 



fama un pequefh pedazo de ARN e ~ t a  unido al ADB naciente en or[ 

mos auperiorea y ademis varioa inveatigadorea (105-106) poatularon 

l a  exiateneia de una ribonuoleaaa (Ribonucleaga H)  que en f o r m  r i d -  

l a r  a l a  encima de E. Coli hidrol ica e l  aegprento de AEU de l o t  hf- 

Estudios hecrhoa por Ohang y Bollum (24) usendo l a8  AD# poliae- 

rasaa de t i m o  de ternera y l a  polimeraaa de bajo PM air lada de medu- 

l a  de oonejo meatran que adlo l a  po lherasa de a l to  PM ea oapac de 

uaar ARN para i n l c i a r  l a  afnteaie de ADM. 

~ambi6n ee ais ld (107) una protefna de ti- do ternera quo der- 

dobla l a  &ble hel ice del BDN g que eatinnale l a  polimerasa de a l to  

PM en este  tej ido. Eata protefna si bien no parece aer neceraria pea 

aaemeja nruaho a la p r a t e h a  aislacja par Alberta del  bacteridfago T 4 
eseneial para l a  replioaoidn 7 reombinacid. gen6t~oa de l  ADH do1 . . 
fago. Por dltlnm, tamb16xa r e  encontrb (33) en el ndoleo mei6tico de 

o$lulas de Llliuxa, en e l  niicleo de eapermatocitor y en varioa 4- 

feroa inclu~endo humanoa, una protefna aemejante a l a  dercripta p 

en E. Coli que ae une a1 bD# Be una sola aadena y que eatarfa invo- 

lucrada en e l  Beaenrollamient%o de l a  doble h&lloe. 

L i t t l e f i e l d  (108) f oolaboradnrea y lueepo Qold (109) y Hellei- 

ner  mostraron l a  variaoidn de l a  aodvldad do l a  ADI pollmorara ton 
8 

l o8  d is t in tos  aucesoe ds l  c ia lo  celular. Z lUr  usaron o&lulrr  L de 



ratdn sincronlsadas oon 5 - f l u o ~  deoliuridina y luego agregaron ti- 

atd ina para l i be ra r  l a  inhibloidn. Ambos grupos notaron que inredia* 

tanente deapu&s del  comlenrn de l a  afntesi. de AD11 nuclear. habfa 

una pequefia redistribucidn de l a  activldad de l a  pol2nuasa de l a  

f iaocidn soluble a una fracci8n particulada. 

Otro8 grupoa (110) deecrribieron l a  apar ic~dn de actividad de 

polimerasa previo a cada aumato de AD~O en celulaa de levadura 

que se  dividian sincronieadamente. Yidleron l a  actividad ' m t i d t i -  - 

ca aolamente en homagenatos de oelulae enteras y encontraron que 8% 

l a  replioaoidn del  ADN se retrasaba temporarlmente l a  activided de 

l a  polimerasa aumentaba y quedaba sin cambiar haata t m t o  e l  ADM fue- 

r a  sintetieado. 

Howell y Hecht (111) uearon microsporas de Lilium aincronitadaa 

naturalmente y examineron l a  actividaa de l a  ADN polimeraae y l a  po- 

l l n u c l d t i d o  l igasa en l e  iraocidn soluble preparada de o6lulas en- 
- .  

t e ras  en d is t in tos  eatadocs del deaarrolko. La aotivldad de l a  ADBT 

polimerasa era a l ta  m a a t e  l a  fraccri8n 9 be1 ciolo aunque sin une 

asoclaci6n es t r io ta  eon l a  replioaoidn de l  AIM. La actividad de l a  

-1igasa sin embargo fluctuaba en f o r m  direct. oon e l  p e r f o b  S, 8h- 
glriendo que e l  n lvel  de aotividad de eats  enzimr padfa eatar 1n.o- 

lucraaa de alguna f o r m  con l a  replicaaidn del  BD#. 

Otros investigadorea orit ioaron (112-113) estoa d t o d o s  de .in- 

oronigacidn por blopua, fimioldgioo de l a  s fa ter ia  d; ADH aducieda 
Y 

que eaas celulas 9 8 t h  eujetae a un crecimiento no balanoeado a1 li- 

berar laa del  b lo queo , pudiendo provocav muohas alteraoiongr c e l W -  
I 

rot3 que d e b a  tenerse en conrideraoi6n a1 in terpretar  10s resultador. 
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. 
ev&tar, esta situaol6n ee urb un metodo de aincroniracidn 

meoenlca (33) ,  ellglendo directamente c&lulas en mitosis. 

Sua resultadas (33) indicaron que l a  actividad do l a  bDB pol l-  

merasa en l a e  fraooionea partiouladas y solublea eran magores duran- 

t e  l a  f ase  S del c ic lo mlentraa que l a  actividad be l a  DHAsa perm- 
I 

necia constante durante todo e l  ciolo. 

~a iniormacidn obtenida por 10s grupom que usaron es te  mgtodo 

de aincronieacibn mec6nica no ea clara ya que con er ta  f o rm  de se- 

1eco16r1 s e  'obtiene a610 siacronisacidn parcial. Esto ea debido a 

.que carrbios r&pldos o pequeilos durante e l  c ic lo cs lu lar  no s e  mani- 

Por &ti= exlaten tanibien algunos ertudios en Chlorella (114) 

y Tetrahymaa f.33) que mestran un amento continuo ear l a  actividad 
I 

de l a  1911 po l~aerasa  durante varioa ciolo8 celulares conolu~endo 
* 

que l a  replicacibn de l  ADN en 680s organiemos no es rogUada.por l a  

~ a r i a o i b n  de l a  19N mlimeraaa nuolear durante el ciolo celular  

Existen pooos estudloa rsllativoa a n6cleos aisladoa de c81~1ar  

sinoronieadaa en donde se determine l a  cantidad de ADH polimeraaa. a- 

aoclada a l a s  dl ferentes fasea del c lc lo oelular, But0 ee debido prin- 

cipalmente a1 hecho de aer nary dif ' fci l  l a  obtencibn de c a u l a s  r ia-  

oronisadam, copo para a is la r  n6cleoa en cantldades muficienter quo 

pernd tan ensayar esaa enelmas. 

Brewer y Rusch (115) encontraron 'un pequefio amento en l a  act i -  

vidad de l a  1911 pdlimeraaa en nQ1.o~  aialadoa de c/ lulaa en fase 1. 
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II I #  Cuando s e  l e  agregaban conjuntamente un in ic iedor  y eeperadnn -- 
I 

L _  e s t e  aumento e ra  mcho nrayor. No s e  sabe el ef ecto que t i e n e  l a  as- ',-. ! 
. -4 per r ina  aobre el ndcleo, pero e l l o r  a u a e r e n  que es ta  o u ~ t a n o l a  po- - l . ; . i  . . -. 

-, . drsa . l i b e r a r  o ac t i va r  l a  *M pollmerasa, pt e luegp uaarfa e l  l n i -  , - I 

I. - ' I  

clador para l a  s fn tes is .  Eator resul tado8 d.n argumentos en contra 
1 .  ' a l a  hipt f tes ls  de que l a  cantldad de e n r i m  en el  ndcleo es e l  fac- -,% ! 

. t o r  que contro la l a  in ic iac idn de l a  repl icacidn del m ~ .  I P ~  proee- I -. 
6 

I Heoht (116) examin6 la aet iv idnd de l a  AOlO pollmeraaa durante 
1 

e l  o ic lo  meidtico naturalmente sincr6nico de l a  mi~roespora de Lilium . 

y o b s e d  un aumento maraado en l a  act fv idad de  l a  polimerasa mi- 

da n1 precip i tado obtenido por centr i iugacibn n a l t a  velocidad, en 

l a  pro fase meibtice. . . 
Contrnriamente no habin variacidn de l a  actfv idad Be l a  po l i re-  

rasa  del sobrmadmte,  durante e l  e l c l o  ce lu la r  meidtico. 

Eaos experlmentos sugieren ( 33 )  una correlaczidn entre l a s  fases  

d e l  c i c l o  ce lu la r  ga sea mitdt ico o meidtico p el  nive l  de ADR po l l -  

mernaa nuclear  o esocindn a1 n6cleo. 

Otros inveatigedorea (137) s lnc ron i~nron  c&lu les  HeLa bloquean- - - 

I 
?' do l a  s f n t e a i s  de  ADN con ametopterinn y nmstraron que a 1  l i b e r a r l a a  ,*, 

- 
k. 

d Inhibidor, l a  a c t i v i d ~ d  de la polimerasa en n l i c i e ~  aumentaba a . , 
a- 

medida que lad o6lu las aomeneaban a s l n t e t i t a r  e l  ADH, y luego dis- 
- 8 

- - 9  

minufa n medlda que l a  mayorfa de l a s  h 6 l u l ~ s  habfan sufr ido ya ri- 
.: - 
L 

L ,  

I 

I t o s i s  no repl icaban au ADIP. 

-N 



lWLedman (118) extend16 eator estudios para lno lu l r  l a  actlvL- 

dad Be lab pollmerassa nuclear g c l t op lasd t l ca  durante to& e l  c i -  

alo, Nuevamente us6 a6lulaa HeLa aincronl&a_das y mastrd que d e n -  
- - - -  

de l a  Ijo~liLmeresa nuclear, uaando Am deanaturali- 

eado como inlciadOr, l legaba a un &imo durante l a  f a ~ e  S de l  ciclo, 

l a  citoplaambtica pennanecfa constante prdctltalnente durante todo 

61 clclo. 

Fansler y Lo& (46-47) h m  ertudiado l a  relacidn entre l a  ADw 

pollmerasn g l a  replicacidn en nG01eos de embrlonea de erixo de mar, 

tenlendo en cuenta l a  ventaja de su eincronitacidn deapu6~ de l a  

fer t i l isaoi6n.  Los nihleoa fiemn alslndos de embrionea en dlst in-  

t aa  faaea be1 cic lo de divir ibn, uaando t res  oiclos oelularee (2-16 

r&lulas), Loa resultados obtenldoa lndioan que l a  activldad de l a  

mlimerasa en n6cleos nislados de cJlulas dumnte la rase s era tin- 

m a diez veoes magor que en fraoolonea sirnilare8 aisladas d e  em- 
- .  

miones om 10s perfodoa (3 y IPiCbtioo. A meaida que l a  s fnteais  de 2 
LDH s e  cbmpletaba l a  aotlvidad de l a  ADW polimerasa aafa a un nivel  

algo mayor que antee de comenzar l a  fnse 5. &a disminueldn de ectr- 

vldad de l a  enzlma a medida que el. perfodo S re  completa no pareee 

aer  remaltado de un inhibidor que a o t h  sobre l a  polimerasa, aamqu'e 

Debido a que l a  actlvidad de l a  polinrerasa del ambrldn entero 

se mantiene conatante durante todo e l  c ic lo celular,  Paneler y Loeb 

oonoluyeron que l a  di.l inuol&n de l a  nctividad en.im&tica en ndaleo 

os deblda a una translooaoidn de l a  poilmerasa hacia e l  cltoplasm. 
4 

Una oantidad realdual de ensbnm queda aaooiada oon e l  croaoroma 



. , 

, . . l u la r .  La transloaacidn se rep i te  con cada c i c l  
I ( 

1 '_ * r  Craig, Costello 7 Keir (73) eatubiama l a  dlstr ibucida be la8  -3 11 :.4 

olo oelular. Eilos encontraron do8 pollmeraaas, una nuclear y o t n  - .. ' 

c l top lasd t i ca ,  y obaemron que u i s t e  un c ier to  grad* de aroeia- . - ' *  
, I 
I 

aidn entre l a  ensima citoplasm&tica g e l  n6cleo y que esta aroeia- ., v 
1 

cidn eat6 relacionada dlrectamente con l a  veloaidad de s ln tea l r  da 
\ -  - 4  

aiendo eon l a  diaminucidn de l a  sfnteaia de Am. 

POP okra part6 l a  cantidad de l a  en~insa nuclear no oambin du- 

MllO decrece hacia e l  f i n a l  de l a  fase 8, e l  t o t a l  de aatividad de 

I n  M1 polimereaa en citop$aaaa aJcanra un m&x~nm 8610 despu8s que '. 

l a  aotlvidad nuclear ha cornasado a decreczer, 
d 

Lea l i n ioc i toa  son un excelente slatema celu lar  para inveat igrr  3 ' 

I 

l e  replicacidn del A M ,  ya que ofrecen l a  poslbil idad de estudiar .- 

m a  celula que i e  puede obtener en d is t in tos  estabos eon r e ~ p e c t o  a ','-' 

l a  dupliaacibn del ADN. 

Aislados de sangre per l f6r ica normal est ln  en eetado de reporo. 
' 

Algunaa de eetaa c&lulas pueden sobrevivir en e l  cuerpo durente va- 

r ioe  a5os s in  d iv id i rse .;p todavfa retienen l a  capacidad de prol i fe- .,-' 

rar cuanb s e  l a s  expone a c ler tos e;tfmulos antig6nfeoa. C u e  

eaaa c6lulas ao ;as cul t iva in v i t ro  e l  estado de repoeo contindn. 
t 

I - - 



S i n  enbargo, eaas c6lu las pueden act ivarae exponi6ndolaa en un 

cu l t l vo  a un grupo de austancias conocidaa como mlt&6enor (119). La 

oulmlnan con l a  repl icacldn de1 ATm, l a  d iv is idn ce lp la r  y c ie r taa  

nea is  y ese aistema puede uaarse para estudiar  l a  t r a n a i c i 6 i  d6- 
eatado de  repoao a un eatado de ac t iva  repl icacidn, 

En l a  eatimulacidn de 10s l l n foc i toa ,  uno de 10s Incrementor 

magores ,en la act lv idad e n s l d t i e a  oor~eeponde a l a  ADN polimerara. 

Bate aumento es Be 30 a 2(20 veces respecto a c6lulaa no eatlnruladar 

( l a )  y e l l o  permite estuaioa mds deta l lados de 10s m,aceeoe que l l e -  

van a l a  inducoidn de es ta  arslma, 

Llnfocltaa T s B 

Bhr 10s 6 l t i n o s  afios ae han acumlndo un gran n b e r o  de eviden- 

c iaa  que prueban l a  heterogmeidad Be lo8  l i n f o c i t o s  (122). Estor 

resu l tados sugieren l a  exlatenola de doa t l pos  de  rubpoblacioner: 

c6 lu laa T y B. 

Lo8 l i n foc l toa  T provienen de l  timo en todoe l o r  qertebradoa 

y son responrablea, desde e l  punto de v ia ta  i n n ~ o i d e p ~ ~ ,  de la r.8- 

puesta a n i v e l  ce lu lar :  h lperseneib i l idad r e t a r d a h  g rechaeo de  in- 

j e r t o ~ ,  

Por o t r o  lado, 10s l i n foc i t oe  B'derivan en loa  ~ d j a r o a  de  l a  
J . ,  

bolaa de kh1ko2ua y en m d f e r o a  s e  Cree que provienen de un dreno  



, 

aiml lar.  Su iuncidn primaria ea l a  de producir anticuerpos. 

A pesar  de  que l a 8  c6 lu las  T no segregan antieuerpos, s e  sabe 

a h o r ~  que juegan un r b l  Importante agudando (123) en ee te  proceao a 

. l o s  c6 lu las  B, aunque e s t a  colaboracidn no ea siempre eaencial  (194). 

Ambos t ip08 de c 6 1 u l a ~  t ienen l a  capacidad de reeonocer antfge- 

I 
I nos y en e s t e  fendmeno par t ic ipan mol6culas receptoras d e l  t i po  de 

l a a  inmunoglobulina8 sobre l a  auper f ic ie  de 10s l i n foo i toa ,  
I 

Si bien l a s  c8lu las B y T son heterog&neaa, l a a  o 6 l ~ a s  T tie- 

I nen en promsdlo tan tiempo de  generaci6n mayor, son un pooo d s  (grata- 
I 

des, d s  densaa, men08 adherentea a var ios meter is lea (corn v ldr io,  

I pl&at ico ,  nylon) y e a t h  cargadaa . , mds negativamente que la. c6lulaa B. 
Por 10s m&todoa usadoa gmeralnente en 10s laboratories, pars 

I 

a l s l a r  l i n f o c i t o s  se obtienen predominantemente c6lulaa T, con algu- 

naa B, maerbfagos y un n b e r o  pequefio de  o t r a s  contaminantea. Apa- 

rentemente l a  transforxnacidn de 10s l i n foc i toa  requ iere  l a  in teraa-  

cidn cohjunta de var ias  de  eaaa subpoblaciones. 

Lo8 l i n foc i t oa  human08 p u d e n  eer  estimulndos por un gran m b -  

ro  Be mol~cu lae.  Aquellos que s e  oonocen oomo mitdgenoa no especgf i- 

oos eatirnulan 10s l i n f o c i t o s  a in una exposicidn G e v i a  y aperentenen- 

t e  no necesi tan especi f ic idad inmunoldglca. W t r e  108 si tdgenos de 

e s t e  t ipo ,  loa  m8a potentes son 10s extract08 de aemil lar pertenem 

(ERA) (l25), l a  coneanavalina A(Con-A) (126) y l o8  pokeweed (PWM) 

(1271. 
I 



I r ' m5cperimentos hqchoa poc Agarwl, Blumberg y lo& Indiean que 
I r- 

I- -81 bien l a  estimuleci6n prorooada p ~ r  e x t ~ a c t o ~  crudes de diatint.8 

sermllas varfa mucho, 10s ombios observados parecen aer  sirnilares 
I 

y proportional es a1 n6mero de c6lulas que responden, Aparentemente 
' 

10s aitdgenos acttian 8610 coao desencadenantes para in l c ia r  una 8.- 

r i e  de aucesos que l levar ian a l a  dlvisidn celular. 

m t r e  10s mitdgenoe no especificos t m i 8 n  eat& cier toe catio- 
0 - 1.1 

nes dlvalentes, productos (128) bacterianos, anticierpoa 4129-130) J 

enzlmaa proteolf t icaa. ' 

hos l in foc i  toa pueden se r  estlmuladoa espec$ficamente por antf - . 

genes a 10s c u ~ l e s  eaae c6lulas f'ueron prevlamente sensibil izadar 

i n  vivo. 

F i t ohwa f i u t i n i na  I 

'fitoa-a61utinina es e l  ~ i t 6 g e n o  mds u t i l i s a b  para eutta- 

azar l a  . transtonnacibn de .ainfocitor. ES une glicopro te ina m y  pa- 

. r i f loada (131) con un peso nsoleoular de 138.000. 

Tanto l a  aotividad aglutinante Be gldbu~os mjos oomo l a  act%-. 

vidad ml tog$nica han sido eeparadas parcislmente durante su purlfi- 
- Y - caoidn y se han hecho estudlos que eugieren que esaa autividader Q r;.. 

. . residen en diferentes aubunidadea (132) de l a  mol6cula. 
-i R I 

La capaoldad de l a  t l t ohwag lu t i n i na  de unirse a andranas de 

- er l t roo l toa permitid pur i f icac un g l i c o p b t i i ~ ~  que parece ser part. -' 1 o t o r  q u  e e a . t e  g ~ c o p ~ ~ i b o  t i m a  un 

* peso mlecu lar  de 2.000 y a1 unirse a l a  PHA l e  im~pide acrtuar corn 



8 .  * 

o a  l in foo i tos .  Bate hecho sugiere que e s t a  

s i r v e  de uni6n ent re  10s l i n foo i t os  y l a  P 

Este mitdgeno es  una meta lopro te~ne que no t i e n e  l a  p 

t o  de oarbono (133-134). Esto  muestra que e l  grugo carbohidrato, 

w requerimienta absoluto para l a  e a t i m a c i d n  de 10s l i n  

a g e n o s  no son neceeariamente gl icoprotefnas. 

s Qon-A t i ene  unida m a  m l6cu la  de d+. g a t e  oatibn, j 

oon cat*, eat& p r e s e n t e ~  en m a  a e r i e  de laitdgexma extrafdos de a@- :: 
, I  -. 

t o s  hechoa oon quelantea indioan que estos  mitdgs- - ;F 
,h ? <. +. iones f 'uer temate midoe  para su act iv idad (135). . > 

a esti laulaaidn de l o s  l i n h c i t o a  por Con-A puede r e v e r t i r r e  

@area eon reaiauos bmanos i l  o D-glucosil (134)- Bb o 

r PHA s e  inhibeopor reaiduos Il-acetil-D-ge 
..- --. 3 

. *-- . mine, . I 1: 7 

.. L 
b . -  

I . - +  Eatimaa s ml&c;ulas ~eaueflaa - - .  Hay o t m  grupo de suatanoiae que actGan en g r a b  Benor, 

laxldo 10s l inf'ooitoa. 

Eetas son enzimas proteol f  t i cas ,  cationee dipalentea tom e l  

&++, e l  ~ g * +  g e l  per iodato de  sodlo. 

tener  un pol  en 10s primeroe suceaos de l a  estimulacidn (136). 

E l  periodeto aparentemente provoca c a a i o s  qufmlcoa en grupor 

de asdoarea de l a  manbrana oe lu lar  (157). El mercurio act*. sobre 

I 



d l o  una pequaa estimulacidn en concentracionea que no Sean t d x i o ~ l  

para l a s  c&lulas. 

.en cult ivo por antfgenos a 10s que-hayan eido expueatoe anteriormc 

ce In vim, por ejemplot l a  tuberculins g l a  toxina del  tdtano. Pero  

10s mtlgenoa adlo estimulaa un pequefio porcentaje de l a s  c e l u ~ a a  

en una poblaoidn. 

Aunque 10s mitdgenos y 10s antfgenos pareoen act ivar a 10s U n -  

foc i tos par meoaniama dlet intos,  l a  myor la de 10s eatudloa indiean 

que una vez que estas o6lulaa son aotivadas 10s calpblos mole~u2ares 

que aufren aon m y  aemejantea, independientemente de l a  forma que ue .. 
ue6 para esa aotivaci6n. 

$xiate poca duda ahora que l a  reaccidn i n i c i a l  de lo8 l infoci-  

-8  con lo8 ldtdgenoa t iene lugar a ~ P ~ V & B  de reoeptores de la rupew- 

f i c i e  oelular. En 1972 Oreaves y Bauminger (138) mostraroa qua our 

do 10s dtdgenos se unfan covalentemate a partfoulas de iefarosa, 

eran igualmente oapaoes de e a t i d a r  10s l in foo i tos  de ratdn. De e ' 

t a  fomna deraoatraron que estos agentea no necesitan entrar en' l a  4 

lu la  para provooar 1e  eatimlacidn. ah esos experimentos ae v i6  par 

el a o q l e j o  de sefarosa-PHA estimulabq oelulaa T y B, d e n t r a s  pile 

l a  PHA soluble eatimulaba sdlo l a e  oelulas 2. 

P1 oonoepto de que 10s mitdgenos no entran a l a  o&lula .st& 



Y,,~at30 gor o t ros  experimentos en que ae estimulan c6lulaa B con 

Con-A mida  qufmicamente a plaeas de Pet r i  (139) o unidaa a 

eulas  de aor i l ioo (I@), 

Yuohoa de 10s suoesoa que 'oourren inmediatmente derpu6a de l a  

estimdlacidn de 10s l in foci toa eon oambioa en e l  metaboliamo nuclear 

y ea d l f f c l l  v i s u a l l ~ a r  cbw alteracionea de l a  membrana celular  pr,-. 

duoen cclablos dentro do1 ndc1.o. m is ten  diversas teorfaa a1 reapecto. 

Xireohhorn (141) y otros obeervaron que la eat imlaoibn he l o r  l i n -  

fooitoe produce l a  l iberaofdn in t raeelu lar  de enzimas Be lisosomas 

y poetuaron que eetas enz-s podrfsn migrar a1 nJcloo para in ioiar 

l a  aotivaoidn de 10s genes. Otros Investigadorea (119) enoontraron 

que rnediatamente desPues de l a  estirmaltaoidn oon PHA hay up aum01pto 

del  AMP ofalioo y propusieron que es te  metabolite aotuarfa coao men- 

aajero intraoelular.  Quastel y Kaplan (119) obeervaron que l a  eat&- 
+ rnrlacidn por PHA promca un aumento en e l  tranaporte del  I , s u e -  

r i e n b  que eate  cambio podrfa afeotar l a  estructura de l a8  nucloo- 

Loa l i n foc l tos  human08 de aangre per l f6r ica son esencialmento 

o&lulas en reposo eon un n6cleo que a e  tifle densamente y casi  s in 

citoplesma. La oromatina eat& en estado condensado, re  pueden ver 

8610 unos poooa polisomas en e l  citoplaama. Cuendo a eaas c&lr;rlea 

r9e l a a  estimula, aumentan de tanmfb, su oromatina se vuelve menos 
s 

eondeneada, e l  nuoleolo s e  haoe d s  vir ible a1 nriaroseoplo y auaen- 

t a  l a  oaatldad de citoplasma debido a1 gran desarrollo de ret ioulo 



- u r l f . r y - ~ ~ ~ - :  c - 7. r 3 7  -.- : -, , .. - 5 I < :.3- - :,4 ,,.. . . 
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endoplaam&tico. A l a s  t r e i n t a  y a e i s  b r a s  de agregado e l  
I 

I ' % ?  

Usando oomo &ageno PHA l a s  o6lulae sufren dos o t r e s  d iv i r io -  S - I  

,! . . 
I '  
I nes ooni~eeutivas 7 luego generelmente rev ier ten a c&lu laa en repolo. ! 1 

Y I; 

Apareatemente es tas  ce lu las  pueden volverae a d i v i d i r  si  s e  l a 8  en- 
- . *,A 

timl a nuevamen t e ( 142 ,. . 
'c 

Varios cambios molecularea 
=. 

. 
asociados a l a  estimulacidn por PHA. 

I .  Inmedlatamente despuea d e l  agregado de PHA, hay un aumehto en % 

d - 
q i i  

l a  incorporacidn de ur id ina en e l  ARN, seguido por un aumento de in- ?. 
bL ' 

I 

1 - corporacidn de leucina en protefna g despues de  veint icuatro b r a g  . - ; : 
. '  

x, - . 
de es t imac idn  a l m a a  o6lu1aai contienmiin a rep l i ca r  e l  ADS (lag), I. 

I 

como se evidencia por l a  incorpormidn de t imidiaa que aleanra a ua .I 

I en t r e s  a cuatro &as, . . 
Una a e ~ u e n c l a  de auoesos sirni lares ocurren cuando ae i n i c i r  l a  .-. :.= 

I C 
I 

I 
2' 

sfntesi 'a de ADN en o t ros  sistemas, comb ce lu las  de hfgado e a t i m l a -  
I 

I 
Baa par hepatectomfa pa rc ia l  o gldndulas aal ivares eatimuladaa par 

i sopro te r ino l  (143). En todos estoa casoa en que s e  i n i c i a  l a  rfate- 

I s i a  de BDN en c6lulas que eataban en reposo, ocurre una aecuenois 
4 - 
' . 

e i e l a r  de cambioe moleculares, ' i 
I 

I - 
'. 

Loeb div ide arb i t rar iamente 10s cambios que oaurren durante la 2 

tranrrformacidn de l i n f o c i t o s  en ouatro perfodos (119), y usa e l  co- 

mienso de l a  s$ntesia de ADN corn referenoia en t re  experimentor de 

d i a t i n t o s  laborator ios  en loa  que la8 'condlciones de  10s oukt l rar  
I 

I 

son d l ferentee.  



Dent ro  de 20s suoesos qtae oourren R 1118 dos hora. de8puga de 

l a  estimulacidn me encueatran: elteraciones en is eatructura J &- F 

cidn de l a  medrana y cmbios en e l  metabolism nuclear. W rela- 

oidn a l a  membrana, 10s caibios inoluyen un marcado amento en 18 - 

l a  mmbrma celular ,  , .$ 
Laa tranaforulclones que ocurren en e l  ndcleo pareoen deber8e b i d  

1 a carblos en las proteinas estructuralea g regulatorla8 66% crom- I - ,  

aoma, 4 
!I 

I a a  ~uoesos que ocurren entre l a s  2 y 14 horas deapuh de &a 

el  montaje de 10s ribosomas para s>ntetlzar l a s  proteinas, . i 
- < 

Los cambios tardgos que tlenen lugar entre l a8  15 y 72 ham8 A 

a1 
despu6s de la estimulauic$n 9 8 t h  focalieados en l a  s fntes is  de 

B '  

ADN (45) y en e l  aumenta de l a  aotlvidad de la8  enslaas aaociadaa 
A 

-I: . ' , I  

i -. ,;: - 
a eata rep1iuacidn. ';i 

, I  

4. '1. Batre 70 y 80 horaa despu6a de agegada &a PHA l a  incorpor@- ' 
f ,  
.I- . 1 

I-- a - cidn de timidlna es dxima y luego dlsminuye haata que cesa la sin- - .  I I 
F l -  

tesis de ADB a 10s 5 d 6 &as despuee de l a  estianalacidn. 
I 

d -. 
Ih r ;- &I 5 I 

I 1nteracei6n de l a  PHA con e l  ndcleo ?- 

8 .  

" w '6'- ; - - 
-Y 

- 

. . Rubin (144) y otroa InveatigaQorea eatudtaron i n  v i t r o  l a  in- . - ' _  , ' 
k 

1;' r -  teracclbn de l a  PHA con nbo~eo aialad6 de l i n f o ~ i t o s  y encontrarob . - 3 
que este  midgeno Ipuede e s t i m l a r  n b l e o  a aialados obttmidoa de A 

1'4 , -  r ' 

- 



rites en repoao. *sf l a  s in tes is  de ARN (medida por l a  incorpo- 

rao16n Be r ibonucldsidos t r i - fosfatos) se  increments dos veces. POF 

ot ro  lado l a  velocidad Be incorporacidn de 10s r ibonucldsidos tri- 

foafatoa en n6cleoe obtenidos de c6lulaa estlmuladas por PHA er tam- 

b%&n bos vecea mayor que l a  obtenida de n6cleoa Be c8lula8 s in  e r t i -  

mulap, l o  oual suglere una silni l i tud entre loa efeotos provooadoo 

por l a  PHA en nfioleos aisladoa con reapecto a c6lulas in tactar ,  

Loa ndoleoa tratacba airectamente con PHA son tambi6n capaees 

de unir  aetinolaicina D an forma d a  efectiva que nbcleoa no tratador, 

l o  oual l leva  a penaar que l a  PHA cauea un deaenmascaraoaiento de la6  

regtonee, de ADN para l a  tranearipci6n (119). 
La aaeti lacldn de histonas es tambi6n mayor en n6cleor tratador 

con PEA, aiendo Qste un proceeo similar a1 que ocurre durante Is 

transformacidn de 10s l infocitor, (145). De todas formes, l a  astimu-' 

laeidn di reeta de l a  sfntes is  de f f lN  en ndcleos aisladoa por Pglr no . . 
i n a c a  necesarimente que e l  a i t i o  de accidn de este  ~dtdgeno sea 

e l  misu que In  vIvo. 

~ep l i cac idn  de ADN en l in%ci tos  

Se oonsidera que 10s l ln foc i tos human08 de aangre per i f6r ica 

normal e s t b  bloqueadoe en l a  fase Q1 del clclo celular,  p e r f o b  en, 

e l  cual no hay divisidn. 

Bsto  se hace evident6 por: 

a )  Medidas c~toes~ectrof 'otorn~tricas que indiean que lo8 l ln fo-  

cl toa per i i6r icos tienen ua cohplemento diploide (2n) de 



b )  Batudioa citcrldgicos qtre fndican que l a  inaorporacidn de ti-' 

miana comienza entre la8 16 g 20 b r a s  deapu6a de l a  est i -  

mulacidn por PHA y aiempre preaede a la mitoair. 

C )  La adwmllacidn de o6lulas estimuladaa en el punto 01/8 do1 

a ic lo  celular  despu6a he1 agregado de inhibidorea Be l a  sfn- 

t es i e  de ADN, De eata forma lo8 l infooitoa human08 deben re. 

p l i ca r  su ADN antes de xa divisidn celular y esta replieacid 

se  correlaciona en el  ti-o con el  aumento en l a  incorpora- 

~ i d n  de timidina y l a  aotividad de l a  polimeraaa durante 18 

transformaoidn de l o s  l ln foc i tos (147-45). 

Experiment08 hechoa con inhibidores be l a  afntesis de ARll maoeb 

tran que 6ata ee neceaaria para l a  induccidn de ADH polimerasa en 

l in foc i toa estimulados por PHA,  AS^ a1 ee agrega pequdas oantidader . 
de aot inodoina D (0.02 pgr/ml) (118) a laa  adis horaa despu6s do l a  

estimulaeidn se observa un bloqueo en e l  aumento de l a  actividad de 
C .  

l a  AMS polilnerasa y esto no sucede s i  e l  agregado. s e  hace entre lar 

Por otro lado tambi6n existe evidenoia de l a  necesidad de una 

concomltante sfntelsie proteica para l a  induccidn de l a8  ADS poliae- 

EL agregado de puromicina (149) o cicloheximida on cualquier 

mamento despues de l a  estimulaoidn y en cantidades auficientes o o m  

para prevenir e l  90s de l a  sfntesia de protefna prorocada por l a  

FHA iplipide tambi&n e l  aumento de la actividad de l a  polinrerasa. 

Se puede argumentar que l a  polimleraaa no es s in tet i tada per0 

que es t& en 108 l in foc i tos no eatimulados y l o  que ocorre 



d k ,  de l a  polbueraaa. 

Asf  3.a sfntesia de ARN y p r a t e h a  eersa requer3.de para inoct i-  

var  e l  inhibidor, Loeb (121-150) y otroa inveatlgadoree mastraron 

que eato no es l o  que octurre en experimentos heoh08 mezclaado ex- 

tractoa de c6lulas estimuladaa y s in eatSnnrlar, 

~atlmwlaaidn por PHA comarada con l a  eat imlac ibn par antf~emor 

Este problama no se ha resuelto todevfa aunque ae han hecho t a m  

r i o s  eatadios para inveatigar l a  simil i tud entre l a  replicacidn 4. 

l in fbc i toa eatimulado a con PHA y aquelLoa eatimulados par antfgenoa. 

Lanotte g P m i j e l  (151-152) uearon gradientes de C l C a  para eetudiar 

l a  replloacl&n de celulas estimuladaa con PHA en presencia Be brow- 

uraoilo, El nuevo AbH sintetizado era un Mbrido eon m a  cadena pa- 

ren ta l  l iv iana y m a  pesada conteniendo brom-uraailo. Por otro lrdo 

eetiwrlando l a8  c a u l a s  por medio be antfgenoe con 10s. que ee la8  

hadfa sen~ ib i l i zado  anteriormante se  ob~ervaban do8 especies de 1DI. 

Se poatuld que una de e l l as  era propia de l a  estirsalacldn anti@hplaica 

y contenfa genes relaoionados a l a  iormacibn de antiauerpoa. POP 

o t ro  lado Oottlieb (153) y otros investigadOres an~ontraron qpe n n -  

to  l a  eatimulaoidn por PHA corn, l a  antls&nica dan una dlatribucidn 

bimodal de l  ADM. 

Relacidn entre l a  actividad Be l a  AD# 

polimeraaa y l a  r e ~ l i c a c i d n  # de l  PDB 

Loeb y ~garwk l  (b5) desarrol2aron un metodo que permite m e d i r  

en l a  misma muestra l a  oapacidad de 10s l in foc i tos para ilocorporar 





3 seguia por l a  inoorporacidn de ( H)dT. Se encontd tambidn que 

tanto l a s  e6lulas eatimuladaa eomo l a s  ain ertimular contienen ADH 

polimerasas, aunque l a  actividad de l a  eneima es mayor en l o r  l in -  

Para explicar todos eatas hechos ae sugirid que lo8 l infoci toa 

no estimulados son incapaces Be uaar dT corn precursar de AD13 el ni- 

we1 de cQlula entera, en cambio poseen l a  aaquinaria ensimdtica ne- 

oeaaria a nivel  de ndcleo aialado para usar 10s deoxiribonuclebri- 

Sue rceaultados mest ran ef eo t i  vanrente que lae  c6lulas est iaula- 

dm8 por PHA tierren un reservorio de dT major que l a8  c&lulaa no ea- 

tirmlad.a. POP ot ro  lado se  ob8ervd que e l  traaaporte de P~~ no 

o-ia con l a  estimulacidn por PHA. 

Conoluyendo , l a  disponibilid3d de precruraoree debe oonati ttais 

un paso importante en l a  reguZacidn de l a  s inteais  de APlf en l in fo-  
... 

c i toa*  

ADH polimerasas be l in foo i tos hwnanos 

merasas de l ln foc i toa humanos, 

Bobrow (155) y otros lnvestigadorea mostraron l a  exiatencia de 

una enzima en l a s  fiaociones garticuladas del  oitoplaama, que ea 

sensible n l a  ribonucleasa g que no se encuentre en l in foo i tos ain 

estimular. Bsta enzima t iene l a s  propiedades de las ADN polimerasar 

dependleotes de ADNs pref iere JWN c o k  templado inioiadOr respecto 

a 10s hibridos aintgticoa ARN/ADN. ~ d e d s  esta enslna no 'tranaariba 



:" .r 1 

- 
sola cadeaa, l o  que La dlstlnplue de l a  t r a n s ~ r i ~ t a e a ' h v e r s e  eneon- 

- t rada en virus oncogbicoa a ARN y en c61ulas humaxaas leu06ll;loaa. 
. 

w t h  g -130 (1.56) separaron g purif icaron 

mgenatos Be o Q l u ~ a s  enteras de l lnfooi tos hwnanos eatimulados eon 

f l t o h a ~ a g l u t i n i n a  que coinclden con l a  ADII pol OC J ADH pol en- 

oontrada y caracterieada en ot rae cQ1ulas de mamiferos, 

Loa pesos ntoleoulares de estas enzimaa se estudfaroli p 

Se encontrd tambi8.n que taxtto l a  ~ L D H  pol oom 

I El ph dptimo de las ADN po l=  y ADN pol e8 de 7.3 

Tanto 1. AMI pol Oc corn l a  ADN pol g prefiercm oonm templado .' 

en pre~enc ia  de r[gtt. &Id* 

da en presenola da yg*t a diierenoia de l o  que ocurre eon l a a  ADI 



polSrnerAsas v i r d e s  dependientes de W .  

fierrie, Abrell, Smith y Gallo (157) ais laron tambien l a  Ag@ 

nur isa  1( de l i n foc i t oa  hummos en cult ivo. ~contraroron gue pol" & 

m6todoa u t l l i zados  hasta  ese maento  para aeparar lam ADN pol&- 

tias de l i n f o c i t o s  humanos, l a  ADiV pol 8 quedaba meaclada con 1. 

pol'OC. Para poder separar l a s  dos enzimas fue necesa 

l a  croaatografga por DEAE y foafocelulosa, haoer m a  cromatogra 

columnaa de  AD# celulosa. 

La PM( pol 8 di ferenc iarae d e  la ADll p o l =  en qua, a 

8ar  de usar  ADN activado en presencta de Mg*) l a  en8i.a e ra  ad8 

t i v a  con (dT)12_18 ( m++* 
Por o t r o  lado podfa dLferenciarse de l a  t renacr ip taaa i nv  

* 
de 06lulas leuc6mIcas en cuanto no podfan t ranac r i b i r  l a a  regio 

-heteropolim&ricas d e l  ARN de 10s virus oncog&nicos a 

oom inioiador templado (d0)12,18 ( C ) n .  

Tyrsted, Munch Petersen y Cloos (150) eetudiaron l o 8  requa 

--. ;f - toa  y condicionee dptimas para l a  aot iv idad de l a  ADH polilrrceraas : 
,.)> t7-l,.! ' . ext rac tos  orudos de l i n foc l t os  s i n  est imular y eatinntladoa con 

,. -; 5: 

$!;,;g; 9e encontrd que ex is t fan d i fe renc ias  en t re  eaas ensinma en cumtoy 

1 . .  I..: 
la eatab i l idad termica y a1 efecto inh lb i to r io  del ClES g del p - a  

,,f $- mercwib.entoato. Obaervaron tambib que usando Irl>N de 
. :  . 
rr . 

?, -r I ' ~  . r a  como templado y l i n f o c i t o s  s i n  eatimular, en auaen 

9 -  dCTP, y dGTP diaminu$a l a  inoorporacidn, de,( 3 H) dTTP de l  pro ducto - 
- 7 -  
,r*.- 4, . 

insoluble en 25% a1 30s con respecto a1 obtenido en 

l o  s cuatro deoxinucledsidoa t r l f os f  a to  s. Yero es ta  disminuo~cfn 

sdlo de l5$ en e l  ceso de l i n foo i t os  estimulados. 

. . .  ' . , .  I - .  
I . . , ' : .,.- . ,* 

-iIk ; -I,, 



OBJhTO DEL TMBAJO 

, v i rus oncog6nicos a mN y su relacidn con el cancer (96-97-98) 'km 
, corn aonaecuencie que mchoa investigadores conenzaran una bdsqueda 

! de l a 8  ADN polimerasas de c&lulas normales cow paso previo a enten. 
C .  

der  e l  posible efecto de una inf'eccidn v i ra l  sobre e l  contenido de 

- I .  l a s  golimerasas celulares. 
d ' 

# 

, -ate una gran cantidad de infomnacidn tanto en cdlukas Ue 
I I 
'+. pmcar io tes  corn de eucariotea sobre laa  enzimae capaces de ca ta l l -  
L rl zar l a  s fn tes i s  de ADN. Sin embargo l a  prueba unfvoca de que una 
k . polimerasa dada es reaponaable de unn determinada funcibn en c& l  
L 4 
' 

de eucariotes depende, corm ocurre con l a s  enzimaa bacterlanas, c'- 
. 8 . 1  

evideacias geneticas, 

.. E$ organisms superiqres no se conocen todavfa m tan tes  de re- 

plioacidn de ADN, de ah1 que sea neceaario un s i ~ t e m a  que p e r a t a  

i : 4: 

I 
' eatudiar  l a 8  d ia t i n tas  enzimas y correlacionar l a s  actividades ble- 

', qufmicras con l a8  funciones celukares. 

k 
- 

I- Lo8 l infocitorr human08 de snngre per i fer ica son w buen riqp-- 
k \ 

* 

a n  ~ 6 l a l a 8  bien diferenciadaa aue ram vez nn dlvlr lan 1 n v i  vn 

. ' pueden tener una vida medie larga. En cult ivo es te  eatado continda- 

I .  a lrienos que s e  10s estimule por l a  adicidn de PHA (125), o por uaa . . I I d 



nol&glcos apropiados, Estaa sustancias provocan cambioa en l o r  lib- 

Pocitos tranaform&ndolos en o6lulas metabdlicamente activas, conaoi- 

dacr corn blastos, Se sabe ya que 10s l in foo i tos e s t i a a d o r  por P M  

su f rm  durante l a  traasforaracidn un aumento baatante grand9 de l a  

aotividad de ADN polimeraaa (45), l o  que haw que e r te  airtema 8ea 

I U U ~  conveniente para e l  estudio de l a  replioacidn de1 191. 

Fridlender, Yedrano y lbrdoh (154) obaervaron que 8% bien 108 

l inf 'bcitoa eatinnlado s incrameatan l a  replioacidn del ADH reapecto 

a 10s linf'ocitos no estimuladoe, 10s n h l e o s  aislados de &as celum 

1.8 incorporm igualmmte bien 10s deorinuoledaidos t r l fosfator.  

Eatoa reaultados orearon g r a d e s  dudas sobre l a  a i ~ i t i c a c i d n  

Be1 eumato de actividad de ADN polimerasa en l a  c6lula entera. E8to 
\ 

podria debase  a un aumrato en l a  actividad de un b i c o  t lpo de  All# 

polimerasa o a l a  produccidn de nuevaa especies me id t i eas .  

Eb e l  oaso de 10s l l n f o ~ i t o s  humclrnos se han descrlpto t r e r  ADa 

pol imera~as ADN dependlmtea. Sin embargo au dlatribucidn celular  

ea l ao  o6lulaa eatinnriedas, a d  comb au gresencla y c a r a c t e r ~ r t i c r t  

en 10s l i n foc i tos  normales no eatimulados no ee conoea tabavfa. 

E l  presente traba jo de tes ia  conrprende el  a is laden to ,  purif l- 

cacidn y e l  eatudio de lea  propiedades de la8 AD1 polimerasar de 

citoplamm y ndoleo Be l in foc i tos s in  estinailar y estimulador por 



Se meeclaron 500 ml de sangre f reaca normal heparinigada (10 ~ / m l )  

oon 30 ml de Dextrano T5OO 10s  (d isue l to  previamente en Cl la 0.913) y 

ae dejd sedimentar por gravedad durante 90 minutos. El plarma sobre- 

nadante ae a t raves de una oolumna e a t e r i l  de f l b r ~ s  de nylon 

(Hllrurderf a Chilavert, Argentina) p r e v i a e n t e  lavada eon 250 ml do 

bufer  fos fa to  sa l ino PBS (011. IjOmM. C1K 2 . 6 ~ .  P0481Pa2 &EM, PO H I 
4 2 1.w, C 1  Ca anhidro O.gmbi, C12Yg 6 H 0 0.m ). ~ e s ~ u 6 a  de 30 minutoc 

2 2 
a 37. o el eluido ae recogid g centr i fugd a 100s por 30 minutoa. gl 

sobrenadante ae paad nuevamente a trav6s de una columns y se polvid ' a  

centr i fugar .  ILos precipi tadoa s e  lavaron una vea Gon 20 ml de PBS. sb 

resuspendleron en e l  mlamo volunen de  PBS y 10 ml de  l a  aoluoidn B 

senibraron sobre 10 m l  de un gradlente de F ico l l  ( 5  ml de F i s o l l  12%, 

3 ml de Isopaque 50s y 2 ml do PBS). Los gradient.. ae centr i fugaron 

en el ro to r  HB-4 de 3orvall. por 10 minutoa a 480g. La l n t e r f a s e  $9 

separb y dlluyd oon PBS. Se centr i fugd a 2.000g por 10 minutom. El  

precip i tado ae  resuapendi6 a una cone?ntracidn de 1 x  I.06 C ~ A U I ~ . / I ~  

en Eagle's Yinimal Esseqt ia l  Yedim. que contenin 20s de suero bov iw  

c e t a l ,  Hepes (N-2 hidrox ie t i lp iperaz ina 11' 2 Qcido etanosu1.f6nico ) 



20mY (ph 7,2), glutamina l a ,  penic i l ina  100 U/ml y estr&tomiclna 

I - 100 p dl. Cuando ee preparaban l infocritos estimuladas ae agre6aba 

a1 oul t ivo 0.15 m l  de f itohemoaglutinina (PHA, Mfoo reconsrtitufda 

an 5 ml de H20 b ides t i l sda)  por cads 100 m l  de cultiso. Lo5 c u l t i m a  

89 incubaron a 3'7' C pop "(2 horea. 

Recuento de l i n foc i t os  

Al preoipi tado de 2.000g obtenido como a e  explioa d a  ar r i ba  re 

con l fquldo de Turk (dcsido ac8tico-violeta be genoiana), Se hnoe e l  

aoa ta je  en una oAmara cuenta gl6bulos. r -' 
Pre~arao idn  de extreotoa c i t o ~ l a s d t i c o s  g nuoleares 

s i n  eetimular y eetimulador con PHA 

6 Se juntaron aproximadamente 600 x 10 l i n t o o i t o e  r i n  e r t i m l r r  
t 

o es t im ladoe  aon PHA. Se resurpendieron en 2.5 m l  Be TED (bufer Tr i r  

50- ph 7.8, EDTA lmM, d i t i o t r e i t o l  la). ~ e s p u e a  de dejarlos en hie- 

l o  15 mlnutoe, l a  auapenaidn ae horngeneid 40 veoes en un honmgenei L '  I, 
tador bunae, se agregd 'gl ioerol (concentracibn f i n a l  10% en voluar.nL. 

g se oentr i fud durante 15 minutos a 8.500 rpm, El'sobrenadante r e  

aentrifigb 30 lllinutos a b.000g en Sorval l  y gate robrenadente s e  

minutas en h ie lo  re homogeneid on Douncre 15 veoee. Se oentsifug6 

10 minutas a 2.500 rpm, 3e r e p i t i 6  este paeo ( e l  sobreaadante es e l  
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Lavado de ~ r i t d n )  a1 preclpitado so lo. resuependid en 1 m l  de T W .  

en hie lo y 8e centrlfugd una horn y media a b.000 rpm. E l  aobrena- 
I 

dante 88 dial izd toda l a  noche contra 500 ml de T E W  7 se c e n t r i f u d  

10 minutoa a 10.000 rpm. El. aobrenadante es e l  Extraoto nuclear, y I 

e l  preclpitado ee e l  Precipitado nuolear. 

~ r e ~ a r a c i d n  de oolumnaa de D M  celulooa 

y cromatornaffa de l a  ADN polimerasa 

50 gr de DEAE Whatman ( d i e t i l adno  e t i l  celulora) dorogranular 

DJS-52 prehinchada, ee lavaron t ree  vecea con 300 nil de bufer fosfato 

0.02M ph 7.5. Se deja deoantar y se aaca e l  sobrenadante. Se agFega 

100 nrl. de bufer 7 ee oolooa 50 BU de resina en una coluama, Se Irvr 

eon 100 ni l  de bufer for fato 0.7M y'luego con T W  ( h i s  50.11 ph 7.8, 

16DTA InJI, meroaptoetan~l 3mMIS gl icerol  10 $ ) hasta que l a  eoaduotiri- 

dad 681 elufdo sea igual a1 de TlWf3. Se carga una columna Pharmaair 

(0.9 x 13.5 om) h ie ta  un volumen do 7.6 ml. 3e lava con 20 n i l  de bplar. 

THMo Se earga l a  columna con la musetra conteniendo 10 -/ml de . 
I - 

protefna, en aemo de que l a  muestra tenga menos protefaa ee l o  a p e -  
I 

88 albbdna de suero de bovino (SUB) haeta eompletar era eonoentra- 
I 

oibn. Se lava con 7 ml de bufer TEW y se eluye con 40 a1 de un gram 

diente l i nea l  de ClNa (0-0.416). Se recogen 40 fracciones do 1.5 m l  
I 

oada ma,  en tubom oontmlendo 50 h de 8AB 9 ngr/ml. 86 enray6 1. 

aotividad Be l a  ADN polimerasa de oada efraccidn. 



IgW. 8e  doja 2 .  b r a s  para que 18s partfoulas se  hinohen y luego r e  

lem r a a  la8  burbujaa de aire. 

Se oarga una colunara (0.9 x 19 cm) con 12  ml de Seghadex. Palm 

detemninar e l  volumen mer to  de l a  colutrma ae uaa una soluoidn de 

Blue dextran (0.5 m l  de unn solucibn 0.2% ) . Se eluye loego aon !!XIM 

ClNa l O O U  y se recogen f'raooiones de 0.5 ml. La conaentraoibn de 

Blue daxtran ae determlna leyendo l a  denaidad dptioa a 630 m .  & 

ooluuma tanib3.h ae calibrd oon a l b h n a  de auero bovino (PM 67.000), 

peroxidass de raburlto (0.5 al de una soluci6n 4 mgr/ml) PM: k .000  

y critoclromo C de mjisaulo de coras6n de caballo (0.5 ml de una aolo- 

ai6n 37mH) PY s 13.000. 

La aetlvidad de l a  psroxidasa de rabanito g l a  determinacidn 

de l a  alb-a de suero bovino y cltocromo C se desoriben du ade- 

lante. 

88 junta e l  -lumen de 10s tuboa que contenfan l a  aotlvidad en- 

r i d t i c a  de l a s  oolumnas de DEAEC y se  d ia l l sa  durante t r e s  horcra eoa- 

t r a  100 voahenea de TED@. Luego ae concentra a aproximadammte 1/10 

da au vol&en oon Flcoll. 8e coloc6 sobre 4.6 ml de un gradient. d. 

~aoaroma (10s-30s) en TED, una soluoidn conteniendo 200 de ADB 

pollmerara, 50 X de fo'afataaa aloal ina 1 mgr/ml y 50 de aloohol 

deshictrogenasa de levadura 5 mgf/ml. 



f f t s  graiPiente8 ae centrifugaron en un rotor 

40.000 rpm durante 15 b r a s .  

Se recogieron fraocionea de 0.2 ml, aspirando desde e l  fonda 9 'I' ;; 
6 &el tub0 con una boaa 'pe r  a t  l t i ca .  Lo8 tuboa contanfan 10 pl 

de a l b h a  be auero bovino 9 mgr/ml, Se determind en oada frac- 

oidn l a  actividad de AIlW polinieraaa, fosfataea alcal lna y deahidro- 

genaaa se& loa d t o d o s  que se describen a continuacidn. 

lgbaaso de actividad de l a  ADBI polimeraaa 

La metola de reacoidn oontiene ( a  menoe que ae indique de o t r r  

f o r m )  em un volumen de 0.1 m l r  ADN aotivado 6 2 p ~ r .  Tria 50mM w-8, 

Q* 5mM, a l b b i n a  de nuem bovino 0.9 mgr/ml, D!PT CmM, oada uno &a 

l o r  aiguientrs deoxinucledaidoa t r i fosfatoat  dd'PP, dCTP, dATP, O,lW 

( ~ ) ~ T T P  O.OlmM actividad especffics 1.000 a p d p  m o l  7 20p1 de en- 

abut. Se inouba a 37' 0 durante 45 minutos. La reacoidn ae para ooa 

1.5 al de una mesola de 0.2 ni l  do ADN oarr ier  2.5 mgr/al, 0.1 nil de 

pirofosfato de  sodlo 0.1Y y 1.2 ni l  de H20. 8e apegan 0.25 ml de 

PCA I*. 8e oentrif'uga 5 ainutos a 6.000 rpm. El precipitado aa dl- 

auelve en 0.5 ml de HONa 0,215. 

8e Is agrega 1 m l  de H20 g 0.25 ml de YOA 12s. Se rep i te  a1 

procedidento y se redlauelve en 0.3 ml de protoaol. Se lea ape*  

lugno, ioido ac&tioo g lac ia l .  2 ml/l).  Se cuenta en on centelleador 

l f  quido Paokard. 
# 



3.200 U/mgr). Se incuba 5 miautos a 37' 0. 89 inaotiva 10 miauto. I 

Eaaaso de l a  aotividad de l a  ~erox idasa de rabanito 

Wrthington. 

Sumtrato: 1 ml de H202 0.3s di luida a 100 con buirr fo8fato 

o . 0 1 ~  ph 6. 

Coloranter 0-dianiaidina 1s en alcohol metflioo, 

Metalat agregar 0.05 ml de oolorante aada 6 ni l  de auetrato - 
Se agrega a 1 ml de mercla 5 h d e  enzima de oada iracoidn 3 

8. l e e  3a abaorcibn a 460 m)a oada 15 aegundoa 

~eterminacldn Be l a  actividad de l a  

aloohol deehidrogenaaa be levadura 

de miguid e l  prooedlmlento de Yartin g Ames (159). 

Mesala do reaotidn: 

, Por XUA l a  mercla contieae 

170 p l e a  de etano1 

50 mY T r l e  ph 8.5 

35 Py W A D  
4 

A 1 IICL de metola de reaoaidn se  l e  agregan 20 de entima p 
B 

X 
oada fracoldn. Se l e e  l a  abaorolbn a 340 m)l cada 30 8 e ~ d o 8 .  





_ I  . I :.r 
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Er blen sabido que auando s e  estimulan l in foc i tos  aon PEA (125) 

(st08 maran en divis16n p i t&t ioa.  Por e l l o  ooao paao previo a traba- 

;- . j a r  oon l in foo i tos  eetimulados verif icaews l a  transtormaoibn blartier 

* -4 

- 8 E .  ,- cr "" e) 1noorporaci6n de timldina tri t iada. 
t r'. . 

] 
'f ' - - 11 

b) Por mioroaeopia. . r , - '  - 
- . 

Velobldad de irloor~oracit!!n Be t imidina 

Y 

Para obaervar lnejor l a8  dtferenciaa que oourren en t re  l a 8  palimo- 
- r 
l raaas de l i a f o c i t o i  rat iaulados por PHA y s i n  e s t i m l a r  ae t n t d  eqJ 
" . 
L . , r l  

- todos 10s erperimentos de uaar o6lulaa que eetuvleran en e l  l~lonervto d 
A- 
s dxima ' repl icacibn de su LUIN. Fue neoeaario por e l lo ,  aoaooer el tion 
*.L 

po que lo8  l i n foo i tos  bebf an lncubarae con PHA en l a 8  condiciones dl(l 
; f 7  

das en nuestro laborator lo para obtener l a  m$rima inoorporacidn de tl- 
- 4  = 
L . -  

*w 
- 1  - a midina . + 1 .. -.. . . . * .!I; 

De l a  f ig.  1 s e  observn que l a  incorporacidn de t lmldina no err 
I .' detectab le  haata unas 24 horae poater iorea a l a  estimulacidn. L~em~d r-, ' 
7 

, - '! 

$. sumewta r&pidaraemte haata aloanear un rnhimo de incorgoraoidn a l a8  . i 
: 72 horas de agregada l a  PHA. 
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s l i n f o o i t o s  se prepararon ae& se erpl ica en Haterlaler .,& 
a )  a l o 8  t i e ~ o s  indieadoa 

and Nuclear, aot lvidad eap 

1 m l  de agua deet i lada.  ~esgu6e de dejarloa 5 ; 
l e e  agrsgd 1 m l  de TCA 10s g 108 precipitadns ' 

ae reoogieron en f i l t r oa  Whatman W/C. 89 l o8  lard luego con 20 m l  

! teriormente con 10 ml de C1H O,O5Y y par 6ltimn con etanol,  Se lo8 

do Be oentel leo (4 gr de Onmiiluor/litro d 
. .  ,ap un centel leador Paokard. 



f a8  c u l t i m ~  de l i n foc i tua  estimuladoa 80 obaerraron a1  nricros- 

t oopio, p u a  ello l a8  nueatras de l o s  c u l t l v o s  se satendloron aobre 1; ports objetos, ae aeoamn a1 a r e  y se l a a  tifi& oon May ~rhwald-  

0%-a. la tranaformaaidn blast ica ae jug& en baae al a w n t o  de 

tansilo dm la8 o&ulas, Is baaofi l ia del citoplaama, lsa oaraoterfr- 

t ioae O U  tefildc.nuclear y lop d l t lp les  nuo&eolos. 
[a 
- 

d 
I 
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~ l a t r i b u o i d n  subcelular de l a  ac t ividad de 

Ja ADN ~ol imeraaa de l in foc i tos humanos 

Bstudios hechos en eate laboratorio (154), habfan ya moatrado 

l a  exiatencia de activldad de ADX polimeraae en oitoplaama y n b l e o  

de linf'ocitoa estimuladoa g s in  est iaular,  aunque no ae habfa estu- 

I Uado l a  distr ibuci6n suboelular de ems enzinurs. Friedman (117-118) 

I L 

- mar ertudlaron l a8  vnriacionea de l a s  ADN polimerasaa en l a8  diet in-  , 

tar f asss  del  oiolo celular  y obaervaron que kabfa un atamento de 

l a  ensima de ndcleo y una aisminuoi6n de l a  polimersaa de c i topla 1 

ma durante l a  faae S del aic lo oelular con respecto a la8  c6lulaa 

en repoao. Erto podfa indicar un paeaje de l a  mcime cltoplaaa8tica 

a1 nfioleo. De ah$ que a e  penad que e l  estudio de l a  dletrlbuoidn 

ouboelular de l a  ADN polimerasa en celulaa en reposo respeoto a 06- 

l u laa  en act lva replicacidn puede ayudarnos a entender e l  mecenir- 

nro de repl ioaeidn'del g l a  funcidn de estas enaimas. 

to be l a8  d is t in tae  fracoiones aubcelularea, asf corn l a  determlna- 

oidn de l a  aatividad ene id t i oa  y l a  medic i~n de proteinas fue dsa- 

or ip ta  ga en Yaterialea y M8todoa. 

Previo a l a  determinaoidn do l a  distribucidn euboelular r e  mi- l 

did l a  1ineal idad.de l a  reaooidn e n s i d t i c a  con l a  cantidad de pro- 

te ina para laa  disbintas fracoionea, SQ obaerva de l a  f ig.  2 que l a  

aotlvidad de l a  ADN polimeraaa de l infoci toa eatimuladollr y s in  er- 

t imular guerda una relaoidn l i nea l  hastn una conoentracidn do rpro- 





eatlnnrladoa bor PHA en ~ v r c i d n  de l a  concentraaiba be enzi~la 

S 10 15 
p g de proteina 

1 2 3 

p de proteina ,U g de proteina 



1 ,  - - Le~enda cor rea~ondiente a l a  F ~ R .  2: Para l a  preparacidn dr 1.8 :-%; 
1 - d i s t i n t a  fracoiones subcelulares s e  pa r te  de aproximadamente 8 

3 2-  - 

." 
.TI . 
t '  

I .  600 x 10 l i n foc i t os  estimulados o sin eatimular. Para pod- deta*-S 
minar l a  aativ ldad de l a  Am polimerasa y medir protefnas ~e ~rooe - ,~ i .  
did de l a  nigulente format % 

. -# a )  Al homogenato t o t a l  s e  l e  a p e d  t r i t d n  N l o l  haata una ma-. 
oentracidn f i n a l  de 0.3%. . : 6 

b )  A l  preclpitado de 40.000 g ae l o  resuspendid en 0.5 ml de 3 buf er tr i  tdn. 
o)  A l  preoipitado nuclear ae l o  disolvib en 200 be C l K  0.8H ', 

en bufer TEDQ. 
1 

.1 

La determinacibn de l a  act iv idad enzimdtica g l a  rneaicidn do 
protefnas se describe en Materiales y ~ d t o d o s ,  

Fig. 2 A. Fracoidn c i t o p l a d t i c a .  
~ i g .  2 B. l~raccidn soluble nuclear. - ,.$' >. 
Fig. 2 C, Lavado de t r i t d n ,  ,r* 

ve>* - 
't ' 

L ~ ,  
1 P l  

T *  b' 



Tabla I 

.$ 
Distribuoidn aubcelular de l a  activldad de l a  AD# ~1irnara.a d~ - -‘P..r 

I ,.w 
l lnfoeltoa human08 sin eatimular t. : 

. < 

C 4 

4 Actlvidad e8peoi- 
Puente de enslpa ngr de pro* opm x10 f i cs  o p n / w  de # Activldad 

h a  total08 tota les *rntefna i0'3 to ta l  

Homgepato tota l  18.7 5.300 283 100 

k t raa to  olto- 
p l a s d t i o o  10 3-350 64 
Reaipltado de 
k0.000 g 1.45 175 503 
Lavado de 
tr i tbn 4.5 806 15 *3 
~raoe ibn  nuolear 
rolubl e 824 15.7 

Precripl tad6 
nuolear 0.24 80 333 1.5 



Tabla I1 
u.. - 8 

4 
2- - - 47. 

D&str%bueldn auboelular de actividad de l a  ADH pollmeraaa d. 1: - Lx: - ,. 
linfocitos humanoa eat imlados oon PHA A G, 

y: 

Hanmgenato total 

Preo ip l  t a b  
nu01 ear 

Aotlvidad espeof- 
f i c a  opm/mgr do 
protein. x 10-3 

' U! 
a .qd 

-' : $a  
r -  .,. 

P A c t i v 2 ~ d .  . i,: 
.. 1, . t o t a l  : ,;:,, , ,I:, 
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ADN ~ol imerasas de l in foc i to  s ain estimular 

Se analiearon por cronatopaf ia  en columnas de c e l u i o ~ a  ~ ~ 5 2 ,  

l a 8  actividadea del extracto c i top lasd t i co  g de l a  fraccidn rolu, 

- b l e  nucrrlear. 

lb l a  iraocidn c i t o p l a d t l c a  ( f ig .  3) se observan do8 picos 

do actividad a lo8 que ae deaignd GI, y 

El pioo Cxn eluye alrededor de 0.07M be C11a y e l  pico CIIn a 

una molaridad de alrededor de 0.13M de Clla. 

Por o t m  lado l a  fiacci6n ~ l u b l e  nuclear muestra un a610 plco 

d@ aotividad a1 que ae l o  design6 corn NIn que no ee edsorbido m 

Dm2 ( f ig. 4) 
Lar tecnioaa usadae para l a  cromatograffa, aaf como l a  deter- 

1 

wnacidn de l a  eotivldad ensimbtica fueran deecriptae en Materialea ' 

g x4todOs. 

L& fraooidn citoplaem4tiaa y e l  extract0 eoluble nuclear de 

l in fbo i to  e estimulados tanibien fueron cromatopaf$ados en eolunmar 

de oeluloaa DE52. 

En l a  fraooibn ci toplaadl; ica ( f ig.  5) r e  obeorva un 8610 pi- 

co ds activldad deaigeado por CIS que eluye a una ooncentraci6n 

ADS malinterasas de l in foo i tos eatimuladas Qor PHA 

do 0.1W de OlNa. En cambio la f iaccibn soluble nuclear ( f ig .  6) 

presents do8 pic08 de aotividad designaaos por Ux, y MxxB. 

forma aemejaite a l o  que ocurre con l a  fraccidn ~ o l u b l e  



nuelear de l i n f oc i t os  no est imladoa el  pico NI, no se adwrbe a 

l a  D-2. Pero en el easo de l i n foc i tos  ostiauladotl apareoe un se- 

gundo pica qua e s  mayor que el HIS y quo eluye a una molaridea do 

alrededor de O.O7M de ClNa. 

La determinaoidn de l a  aotividnd de l a  ADN poliporasa am$ 
' I  - 

eomo las t&onicras usadaa para l a8  columnas de celuldsa 3-2 as 





50. 
fig. 4 
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,AotiviBad de la ADlJ polimeraaa ADN de~endiente en l a  , . %  
T 
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gayenda eorree~ondiente a laa  =a. 3.  a. 5 Y 6: para l a  prepara- 
cidn ae  lo8 extraotos c i top lasd t i cos  y nucleares de l in fooi toa 
~st imuladoe y s in eetimular ee part id en cada caao de aproximda- . ;,: 

6 m a t e  600 x 10 l in foc i to  s. La *estimulacidn se  l i e d  a oabo duran- .- : 2.; 

t o  72 b r a s  a 37' C. La8 dis t in tae fraociones subcelularea ae ob- 
tuvieron oomo s e  describe en Materialea y bi6todos. 

Se u d  una columna Pharmacla (0.9 x 13.5 cm) y ae l a  oar& 
heats un volumen de 7.6 ml con celuloaa D-2. Se recogen 40 frao- 
=%ones de 1.5 ni l  cada une, en t u b s  conteniendo 50 h de B5A 
9 mgr/ml. La actividad de l a  ADN polimerasa de cada iraccidn a9 
enaayb a e d n  ae explioa en u t e r i a l e s  y ~6tod0s .  



$Lnfooitos eatilwiladns v s in  esti-ar 

Para rsallxar sstos eatudioe se usaron lo8 piooe de aotividad 

obtenidoa despu&s ds l a  cromatografia en celulosa D-2. 

Dada l a  lmportanoia de poder dl ierenciar 1.8 dis t in taa AD1 po- 

paeraram que apareoen en el adoleo y citoplaslhe be l in foc i to r  no 

eationrlados y eatimulados gor PEA se  obaervaron 18s propiedadea do 

.%a. polimeraaaa 7 l o r  reguerimlentos para l a  de ter~ inao idn d e  1. 

aotiv%&d eariadtiea. 

Ibr l a  tabla I11 r e  obeerva que algunas propiedadee Be les en- 

8-8 5 ye sea do l in ioc i toa estimulrdoa o sin e a t i r l l a r  .on difa- 

rentes a l a8  obaervadaa para laa  otraa eneimaa, por ejanaplo en our 

bequorimientos de E b U  ( alb-na de auero. bovino) , deparrdenoia a l a r  

a ~ e a  J en N pb 6 p t l ~ .  Por otro lado 1.8 ens-8 Gin, C I t ,  y Cia 
t tearen propiedades airnilarea, 

2ambI.b f'ueron estucliadoa loa requerimlentoa de austrato para 

l a8  ADN pol laeraass (Tabla I V ) .  Para el10 ae uramn l o r  pioos do me 

t tv idad obteolfdoa despula del pasale por columnas de celulorsl 3)-2 

J l a  aotividad de l a  enclma ae determind por e l  d todo  habitual. 

1B eata tabla t&f (n puede obeervarse 1a almll l tud entre 1.1 

a s i r r  PI da l i n foc i tos  estimulados y sin eatilrmlar, en cuanto a 
3 que 18 dxima incorporacidn de ( H)TTP no depende de l a  preaencie 

90 l o s  ot ros deaxinuclledsidoa tr i foafatoa,  cosa que no ocurre con 

1.8 enmias .Oxn, OIIn, GIs 

l a  tab la I V  que todaa la8  entimas pref'ieren ADN aotivado respecto 



Tabla 1x1 

Recluerimientoa para l a  reaocidn de l a  ADN pollmeraaa ' ?  
. . 

+AI agegar 10s 20 h de easiaa pue contienan DTT,. ~ o u ,  a 1. rss. 
! '+' J ..' ela de reaooidn 0 . 2 ~  en m. lidi&$!. P- 

i4 
< f$. 

inhlbici6q por o-l&antralina se l i d i d  con 12.5 pgr de ADll ,:I .< 
aotivado y l O m Y  de Ol$g. .: . '  

*&q raqueriarientos ds N~~ J llxm ae probaron a ph 9, y 0.2M de 4 
i 

La detesminaeitfn de l a  eatitridad de l a  ADN pollmerasa r o  der-. 
oribe en Materialea g ~Btodor. v '&, 8 , 

, .- 
, - 
k 



Tabla IV 

L .  

Condicrioner Eneima ($ de actividad) 
1 

C I ~  C~~ * ~ n  C ~ s  N ~ s  %I. 

Coaqpleco 100 100 100 100 100 100 

$in ADN activado 
agregando AIM 
nativo (62 p g )  17 13 29 3 19 10 

Sin ADH aotivado 
agregando rn 
o u a r t a d ~  (62 o 0 o o 8 0 

Sin UTP, dCTP, 
d m  20 26 93 22 122 34 

p~Aae ( lo p w / .  1, 16 20 15 1 1 k 

RWa ( 200 pg~/ml) 108 99 104 100 98 106 

ImY ATP 81 78 94 125 113 79 

la Tabla IIX, 



I 

I U t e  estudio iue heoho oon la8 ensiras purifloadas por oolumar 

do oalulora Dq2. 8. obrerva en la fig. 7 que el ph bptim p u 8  188 

t . r ia  aotinaller ee 8 y l o  3- ocurre con l a  wzlma nuolear Ell,. ]B ,, - . 
Z8 
s. 

o.lbSo l a  aotlridad de l a8  s n s l u a  nucleare8 II8 7 lIn auwntapor . ,  
i 

l o  mono8 hart. 9. kb , 
-A 

- .1 Rutimariuente l o r  enaapa aon estaa . n ~ i m a a  fueron hioboe a B . - .  
ph 9.  ~ s t o  bltimo ea debido e que 10s butera u ~ a d o a  para obta ia  un =% 
.ph pop firrib. de 9 tueron lnhibltorios oon reapeoto U bufor h i # - C l E .  

La deterrinaqidn be l a  aotlvldad de la MJ polimeraaa s e  describe a .: 



w 
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ga Be1 pea0 mlwular de l a s  AD?l ~ Z i ~ i e r a s a r  Be 

Otm de l a 8  propiedades huportantes que nos permiten aiieren- 

c ia r  l a s  distlntarr BDN polimerasas es e l  PH. Para detemnlnano rre 

unaron geadientea Ue sacnroaa y cromatograffa por 8eph.dex 01w. 

lh lo8 ensaps ae uaeron la8 enolnras puriPicada8 por celPlora D-2 

7 30s mi todoa  empleador he ron  ya descriptos en Materialea y M&W- 

dro 8.  

&I el caso de la8  ensimaa IIh y Nxa l a  actividad se determind 

a ph 9 y oon una concentracidn de C1K de O.2M. 

Oradleatea de aRcarosa de l aa  ADN goliaerasas de 

l i n foc i tos  estlxuladoe s s in e a t i m l a r  

Para l a  determinacl6n de lo0 peso8 molecuappt 

se umron corn pmtefnae de referencia l a  aicobd? 

levadura (AD) de PM = 1~0,000, l a  fosfataaa alcal ina (AP) be E. Gali 

de PM 8 80.000, y l a  peroxldasa de rabanito (Po) de PM = h.000. 

La fig. 8 muecrtra 10s per f i lea de aedimentaoidn d e  l a8  enrimar 

o i t o p l a d t i c a e  y nuclearee Be l in foc i to  a eatirnuladoa y s in eetiau- 

lap. 

La fig. 8 A correspond8 a l a  ensins c i t op la~ rd t i ca  Ox, do lia- 

f o g i  to s no es tlmulado a. Se obeervan fundamentalment e doa pioo a, arm 

qpe cmrraeponde a un PY de eproxi~damente 300.000 daltonr J otra 
4 

be talrsbdmlor de 10s 30,000 daltons. 

Bh l a  fig. 8 B pertenociente a l a  enzima o i t o p ~ a a d t ~ c a  CIIn 

de l in foo i tos no astilnuladas se  obaervan dos picos, que oorreapoa- 



8n a pesos maoleculares de aproximadamente 300,000 - daltons y 50,000 

daltona, 

La Flg. 8 C pertenece a l a  enzima nuclear NIn de linf'ocitaa a 

estimaladoa y mueetra un adlo plco que correeponde a un PI1 entre 

l o r  20,000 y 40.000 daltona. 

Por ot ro lado en las f iguras 8 0, 8 E y 8 P ee obeervan 10s 

per f i les  de sedlmentacidn de l a .  enaimas GI., NIs y NIIs de l in fo-  

o l tos  estimulados. 

Eb l a  f ig ,  8 D (GI.) ae observan dos picoa, uno en l a  Eona de . 

l o8  PM de 300.000 daltona aproximadamente g otro en l a  eona Be lo r  

40.000 daltons, 

lh e l  perf11 de aedimentaci6n perteneoiente a l a  enslma nuole 

(fig. 8 E) aparece un adlo pic0 que correeponde a un PM de 

40.000 y en e l  de l a  englma nualear NIIs ( f ig.  8 F) apareoen do8 
C 

piooe que eatan en l aa  eonas de pesos mlecularee de 200.000 delta 

y 9,000 daltons reapectivemente. 
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Oradiente de sacarosa Be la en%%- Hxn 





Qradiente de sacarosa de la enzima N 
l a  



5 10 
ndmero de f r a c c i i n  



. 
1 -2 ' 

Legenda c o r r e s ~ o n d i e n t e  a l a  Fig. 8: Per f i l ee  de sedimentaeidn en v 

sacarona de ext raoto s c i t o p l a a d t i c o a  y nuclear  de l i n f o c i t o s  es- 

I t imulados y s i n  estimular. I 

En todoa l o 8  oases ae  usaron l o8  picoa de act iv idad Be l a 8  co- 
I lumnaa de Ds2. Se d ia l i za ron  contra TIPK) y ae concentraron con 

F ico l l ,  Oada m e s t r a  s e  sembrd sobre un gradient0 10s-30s de saca- ,- 

r osa  en TED, junto con l a 8  protefnea de re ferenc ia  externas. Se co- 
rrleran durante 15 horas a 49.000 rpm en un r o t o r  Spinco 81865 a 

I 5' C. La aot iv idad de l a  A '  polimerasa s e  determind s e g h  ae  eage- 
o i i i c a  en Materialea y ~ Q t o d o s .  

I 

Flg. 8 A. Walma CIn ci toplasm&tica de l i n f o c i t o s  s i n  e a t l m l a r .  
Fig. 8 B o  mzima CII, c i top lasndt ica  de l l n f o c i t o s  s i n  eatillmlar. 
Fig. 8 0.  En~ ims  Nxm nuclear  de l i n f o c i t o s  s i n  est imalar .  

I 

Fig.  8 D. BIESM CIIl citoplasmRtica de l i n f o c i t o ~  eetimulados. 
Fig. 8 t B~zima NIB nuclear  de l i n f o c i t o s  ea t im lados .  

I Fig. 8 F. IBlcima NxIs nuclear de l i n f o c i t o s  ea t lm lados .  
I 



~romatomaffa en 8euhadex 0150 ee las ADN polimerasas 

$0 l i n foo i t os  es t im ladoa  N s i n  est imular 

.I. 

Para l a  determiaacidn de 10s PM de es tas  enzimas en e8t. A:-q ';I 5 .  todo s e  usaron con, ~ r o t e f n a s  de referencia l a  a lbbdna  de ouero . ,%. 4a 
..-> 

bovino (SAB) de PM = 67,000, l a  peroxldaea de rdbano (Pe) de : c* -4 
7 #  4 4  

PM = &000 y e l  czitocromo C  do d s c u l o  de c o r a d n  d e  cabsl lo ( C )  - ' .  ' 

!i 
de PM = 15.000. So hieo une curva p a ~ ~ r d n  de peaus  ~alecu larea ( f i p *  - 

Para e l l b  se corrieron en unr, co.lumna ( 1 ~  3ephadex M + j O ,  corn e e  

descr ibe en Materialea y ~ 6 t o d o s  l a s  . t r ea  sustanciaa de referen- 

oia, 

Para medir e l  PM de las ADN pol imer~aaa ae  usaron la8 enzimas 

pur i f ioadaa por celqlosa DE52. I a a  reaultados 80 obaervan en l a  

fig, 10, 

La e n r i m  nuclear HI, de l i n foc i t oa  estimulados no pudo cro- 

matbgrafiarse por frnlta de material.  

La cromatograffa oorreepondiente a l a e  enzimaa de  l i n f o c i t o s  

no estimulados 9 8 t h  representadns en l a a  f ig.  10 A, LO B y 10 C. 

La primera de e l l ~ s  pertenece B l a  enzima Cxn y preaenta t r e  

picoe que eorreaponden a un PM de 150,000 o mayor, o t ro  de aproxi- 

madmente @.000 dal tons y o t ro  de 13.000 daltons. 

La f l g .  10 B a~r reapond len te  a CxIn presents doa pic08 en 

sonas Be PM 120.000 g 13,000 g l a  fig. 10 C que pertenece a l a  en- 

mima N1, preaenta un qolo pico en l a  zona de peaoa molecularea d@ 

60,000 daltona, 



madamente 120.000. 

La enrlma f fag. 10 E t iene do8 pic06 que corresponden 



f ig.  9 

@fit. 2s Se card una columns (0.9 x 19 cm) con 12 ml de Sephadex 0150. 
Se determind e l  volumsn muerto de l a  cqlumna con una ~ o l u c i d n  de Blue 

1 

1 ;  - 
dextran. Luego re  cal ibra con a lbb ina  de auero bovino SAB (PM=~~.ooo), 7' 

aon peroxldasa de rabanito ~ e (  ~M=&.000) y con citocmmo C(Pbk13.000). " 
La detem2naeibn Be Blue dextran, SAB, C y l a  actividad de l a  peroxi- - -  

: a  

.- Oasa se derariben en Materialea y ~ Q t o d o ~ .  

.: 1. . . .-. 



fig. 10A 
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- V, ea el volumen muerto medido con BEue dextran. La act&vidad 
. . de l a  ADN polimeraaa re midid a e g h  se describe en Materialea 7 
+.; ~ & b & r .  k . . 
I .  

Fig. 10 A. ~romatograffn de la enelma Cxn ci toplasnbt ica de 11.- 
. , . ,- 

,, . . .  . . ,  .. f oc l t os  s i n  estimular. 
.i , . .-, . .. 

. I .  Flg. 10 B. Cmmatograffa de la enzlma CII, c i t o p l a s d t i c a  do 
l i n f o c i t o s  s in  ea t im la r .  

Fig. 10 C. ~romatograffa de la eneime NIn n u c l e a ~  de 
sin estimular . $5' 

Fig. 10 D. ~ronutograf fa  de la enzima CI,, c i t o p l a a d t i c a  de lini--- 
focitoa estipauladoe. 

Fig. 10 E. bomatografia de l a  enrima NzIa nuclear do l infoelba 
eatimuladoa. 
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; 7 ;  
;,I8 

.. - 

hi 
- .  
1 - 

=q-=T'?p! 
- I .  > ' 

1. - 



ren tes  fracciones luega de l a  estimulacidn con PHA. 

2) Las d i f e r m t e a  fracciones subcelulares contienen porcenta- - % 

Jes aproximadamente lgualea de l a  ensima en 10s l i n f o c i t o s  + " 

eetiPnrladoa o s i n  estimular. 
t TH, Oopo o o w r e  en o t ros  t ip08 de  c b u l e s  de eucariotes, l a  mayor . I 

p a r t e  de l a  aot iv idad de l a  ADN polimeraaa ae encuentra en e l  ex- . . 

tcaoto oitoplasm8tico ( 54-57-161-162). Bate hecho ha suaoitado du- - -  -& 
::& 

das sobre l a  f'uncidn de  l a  ADN polimerasa c i t o p l a e d t i c a ,  ya que ;.&W 

88 orefa  en un pr inc ip io  que l o8  procesos de repl icacidn de l  ADI 

@$taban res t r ing idoe a1  n6cle0, donde s e  encuentra l a  oromatinn. 
- 

Se augir id que l a  ADN polimeraaa estaba en el citoplaema, por ha- @ 
ber sido rea len a in te t ieada y a& no t rmspor tadd a1 n b l e o ,  o bien -* 

zt-  

r e  debfa a que e l  ngcleo ~ e r d f a  p a r t e  dB es ta  en~ lma cuando 6s rom- ' 

8 



l rntracelular be l a  ADN pol i~ uaando c i toca las ina B y centri fuga- 

oi6n. Esta t6onica ev l t a  l a  l l s fs  ce lu lar  durante l a  aeparacida 1 
d a l  ndcleo 7 el  oi toplasaa, pudlendo separar *or centr i fugaoion I 

-- I reau&tadoa indicraron que d e  d e l  85s de l a  ac t iv idad t o t a l  de ADN 

pol Dr. ( y  ADII pol  (3 ) eat& en e l  nbcleo. Sin embargo l o r  re t icu lo-  
SL 

I 
o i t o s  do oonajo . (~64 )~  pue son c81ulas anucleadaa, t amb ib  t ienen 

0864 B~S~EIUI.  

P heoho de que l a  dls t r ibuc idn euboelular de l a  act iv idad to- L 
t a l  sea nruy s imi lar  en aniboa t i pos  de  l i n f o c i t o s  es ta r fa  en desa- 

ouerdo con observacionea hechas en o t rae  ce lu las  de  eucariotea 

(118-46-47), aunque para poder comparar estos datos con 10s obte- 

aS&a en o t r o s  t e j i d a s  deberfs obrervarse l a  d is t r ibuc idn subodta- I 
l a r  en l a 8  d i s t i n t a s  fasea d e l  c i c l o  celu lar .  

Cralg, Costel lo y Keir (73) trabajando con cul t ivo a de d l u l a r  

BEIg qua crecfan exponenoialmente observeron un aumento en l a  ac t i -  

vldad de l a  polimeraaa asociada con e l  ndcleo y ma disminusidn de 

arts aot lv idad a medida que l a  velooidad de  s fn tes ia  del ADI disml-' 

nuye a1  f i n a l  de l a  Page 8. En e l  citoplesma, por o t ro  lado l a  ac- I 
t toidad de la aolimeraea nuclear ha comenzado a decrecer, 

Ghmg et al. (80) y Lindsay e t  e l .  (165) encontraron ma situ 

oi6n s im i la r  en crultlvos de celulaa L y F m s l e r  y Loeb ( 4 6 4 )  ob- 

tervaron e s t e  fendmeno en embriones de er ieo de mar. r > - 
4 

S a  dnaidid nrafundienr mate eatudio analleando l a  variedad de 

en t e l  axtracto citopls.m8tico, . . por se r  
. . '. J . . ' --":!*I , I  - . 5. L a  

.&I 



-- 
porque en el naiemo ee donde se  11eva a cabo e l  proeeao de replies-. 

D e l  an&lisis de 10s extractos u i t o p l a d t i c o s  y nucleares de 
- 
l in foc i toa estirnuladoa y sin esthular  provenientes Be l a  aromattm 

graffa en DB52 (fig. 3, 4, 5 y 6) ae obaervaron besioaaente l a s  SF 

guientes aaraoterfatiuaa t 

1) La preeencie de doa picoa de ADN polimeraaae ~ i t o p l a a d t t -  

oas (OIa) y en lo9 l in foci toa no estinxulados, aontr 

8610 uno (GI,) en lo8 eatinulrdos. 

2) La preaenoia en exnbos extract08 nuclearea del  p lco  'MI. 

4) La aparicidn de tan segundo pic0 de activldad (llxIa) en el 
a 

n b l e o  de eQlulas eatinruladae. 

A p a r t i r  de estaa obaervaclones pueden paantearae varios intc 

Prog#t@at . a , 

a) &#an podrfa explioarse la existencia de do8 picas de pol%- 

merasa o i top lasd t iaa  en loa l in foc i tos  no eatimulador y 88 

sdlo uno en e l  eetimlado? - 
b )  &La aparici6n de pfco nuclear NIX, podria expliaarse por rm 

pude auponer que CIn y OIIn eatan preaqtntea en d iat in tos t ipor be 

2infoaitoe. $9 asbe que lo8 l l n loc i tos  human08 de sangre perif&r'$ca, 

8913 M.  gol la de l in foo i tos T y l in fooi toa B (122). 00- 8410 lo r -  



l i a foo iwa  T ae estimulan por PHA soluble, ae podrla penaar que 

eualquier aotividad e n s i d t i o a  que no e s t 6  presente en 10s linfo-4- 

b a  T va a ser  proporcionalmente menor a1 f i n  de l a8  72 horas de 

l a  estimulaeidn por PHA. 

Oon respecto a l a  segunda pregunta, esto es s i  l a  aparicidn 

d.1 pico NIIs ae debe a afntesia nets  de ensima o puede explicarae 

por un fendmeno de tranaporte, ae puede oalcular de l a  f igura 3 qui 

poroentajea de l a  ectividad de ADN polimerasa de citoplasma do l i n -  

i oc i tos  no eatlmladoa l e  corresponden a l a s  enzimas Cxn y CIIn. 

Del miam mado ae puede calcular de l a  f igura 6 e l  porcentaJe 

do aotivldad de ADN polimerasa presente en NIB 3 NIIs en nbeleo de 

l infooi toa estlmuladoa, A pa r t i r  de eat08 datos y teniendo en cum- 

t a  l a  actividad especf f i os  en n6cleo y citoplasma de l ln foe i toa ain 

estimular (Tabla I) y estlmulados par PHA (Tabla 11) se puede calea- 

l a r  l a  aetividad espeeffica de cada una de laa  enelmas enoontradar 

en l in fooi toa estimulados y ain eatimu3er. 

Tabla V 

Aetivida.8 ea~eo i f i oa  de l a 8  ADN polimeraaas de 

Jlnfocltoa sin estimUar g estimulados Dor Pw 

$ de Actividad 
I 

Aetividad e n t i d t l , -  
cpm/mgr pro t efna 

100 
e 

* ~ n  588 
C1n 62.6 210 

c ~ ~ l r  37.4 125 
N ~ s  22.4 . .  . - 403 
11s 77.6 ' 1-27'! 

=IS 
100 1 907 



ED evfdente ae 10s datos ( ~ a b l a  V) obtenidos que en l l n ioc i to  

ebtimulados l a  aparic-%dn &+ pioo NIX, debe involucrar sfnteaie n. 
r, 

$a de ensima, ya que aunque' todo el pico CIn de proplodades simila- 

res paaara a 1  nficleo no ~odr fa  j us t i f i car  e l  aumento de iiII,. Por 

o t ra  par te  80  observa que e l  aumento de aotividad de ADH pol laarrra 

en ndola, de l in foc i tos est imlados se  debe a englna NIX. pues l a  

a 5 l . a  Nxa se mantiene cas i  slempre sin variacidn respeoto a l a  en- 

t ima nuclear de l in foc i tos ein estimular. 

Estoa reaultados concuerdan con 10s obtenido s por vario e inver- 

tigabores en ot ros  t e j i d o s  de euoariotes. se obae~vd que en celulat 

en aat iva repllcacidn l a  actividad de l a  ADN pol (3 se matiens conr- 

tan te  g adlo awenta l a  actlvidad de l a  ADN pol Oc (60-63-a-80). 

Debe destacarse, s in  embargo que l a  s fn tes is  neta de enzinm no 

exaluye l o  s fendmeno s de interoonversidn enz id t ica .  Ya Ineb trabr- 

Jaado con eriso de mar sugiri6 que e l  control de l a  replicacidn pa- 

@da producirse por e l  pasaje de l a  polimeraaa del  aitoplasma a1 

atioleo. 

Con reapecto a1 posible r o l  f is ioldgico de l ee  di ferentes en- 

Jmaa, ae podrfa suponer qua l a  enzima NIIs 88 l a  respon8able de l a  

replicaci&n. Eata encima titme propiedades semejantes a l a  ADlD pol 0 
/ 

enoontrada en muchos te j idos de eucariotes (51) g es preciaamnte 

esta enzima l a  que estfi relacionads con l a  velocidad de creclPziento 

de l a e  o6'lulse. Estos resultados no oonouerdan con o t ror  obtenidor 

en nuestro laboratorio (154) en bonde ae vid que lo8 ndoleoa armla- 

do. de l in foo i tos no estimuladas (que no tienen l a  enn.iu. PIX) po- 





oaa del M, p siempra que l a  re~acidn m/.arim aee pan-, 

, poraf aola~rente el 8MTP apropfab. f I .- 
Esta propiedad hart. paear  que la. snsimta IIIn J 5. t e a d r h  

.L o l l ~ a a  de d ~ c u l o  augtrieron para 1. WI pol ~r \ma iuacidn r . p ~ -  

oativm 7 pura l a  ADli pol ilaaaionea de repsracidn de1 ADM. &to 

I wtro an d r i o n a s  de pallo unmdo U a t i n t u r  inicincbter. & m i &  

J ]Ear (71) trabnjaado ootl uelulan BHX talpbi&n Is asiwaroo a 18 

* ~ l m l  w m rol r s p ~ o a t ~ v o  g a 11 ADM pol P ma ~ o i d o  4. r c  
8 L .  parre16n d.1 AIM. h t r  itmoidn adjuaicada a la pol f3 no 1. denom- 

n - 

4 oon Is W po l=  3 otraa anrlma8. 

8 j o  fue. el de lor  peaon nroleoularea de laa ADM plincerasem. * 
1 $L'peuo moleoular cie la8 unitladea act ivas de I r r  pollmraaam 

14 
oldn por gelen, adjudiohdolee a 1. lmsimrr Oxn, CxIn, Cxa y IZZm, 

i pemn mlaculare. a0 m1reQedor Be 15o.ooo. m 01. earn de e 8 b 8  .rrri- 
'3 
1 

I 

1 
a r m  re obtuv%eron por sedimmtaaibn perf i l e r  pol id i~pereor rntre 

Craig, Doete1Lo y Keir (731, matraron que en c61ul.r BBg 1. 

lo8 reaultadas demoriptor 4 8  arrlba para l a  BDEl pol a de liaio- 



con un PM de 175.000 oompuesta de doa mondmeroa no aotivoa de 87.000 
L . 1 . 4  

f .  , ' 4 , ;  

-C - Eb t i m b  de ternera y en te j ido  de r a t a  existen f o r m s  enclazdti- 
8 .  

rt- 
aaa con pesos moleculares entre 110,000 y 220,000 aaltona que ee 

b' - 8  oomponen ae& Holes de subunidades de 55.000 daltons. 
J 

gatoa estudios juntoa a 10s datos obtenidos nos ~ e r m i t e  espe@ur 
I 
4 -- . 

lsr que en l i n f o c i t a a  1Cn encina de a l t o  PY eat& oompueata de subuni- 

dacha de pea0 molecular aproximado Be 50,000 daltona, 

Para l a8  wsimas Nxn *I* de l i n foc i t os  s e  obkuvieron pesos 

moleculares de alrededor de 40,000 daltona, E s h a  datos eon aeaejan- 

t e a  a 10s enoontrados en l a  l l t e r a t u r a  para l a  ADN pol p e  
Wmg, Sedwlck y Korn (55-70) describieron tambib  en c&luler 4 3  

una snzima de bajo PM. Esta enzima de 45,000 d ~ l t o n s  em oapae de 

formar agregadoa a baJa h e r e a  idnica con PM semejantes a l a  ADI 

pol OL, pero que ee diatinguen Be Qsta en las psopiedades e n r i d t i -  

aas que ae mantienen semejantes a l a  d e l  monbmero. Otros invest iga- 

dores encontraron en hfgado de ratdn y en ndcleoa de enrbriones de 

pol lo que 1s ADN pol t l ene  un PM de 27.000 - a . 0 0 0  daltona. 

Brun, Lauber y Chapeville (77) prsaentaron evidenciaa de que l a  AD# 

l 

pol @ de enbriones de pol lo eat6 const i tu ida por una rola eadena 
- 

po l ipepdd loa  de 43.000 - 45.000 daltons, no encontr8nd.o so subunida- 

des de menor PY. Estas diferenoiaa no pueden ser a h  resueltaa. 

La dieorepancia ent re  loa  valores observadoa en gracfientea y 

oolumas de Saphadex puede provenir de l a  iuersa de centrif'ugaci6n 



W F W ,  r 
I 

que disoaia a l a s  unidadea de l a8  enzim8s. 

Aparte de laa  estimacionea de 10s pesos m~ lecu lues ,  otra6 pro- 

piedadea enzim8tloas de l a 8  ADN polimeresaa 0111, 
'II~' '1s' '118 

de l a a  ADN pol NIn y NIs son particularmente caracterfat icas de la@, 

eapecies 6-8s y 5-48 encontradae en c61ulas de eucariotea. 

La8 e n ~ ~ ~ a s  CIn, CIIn# CIS, NIIs exhiben un ph dptinr, cerca de 

l a  neutralidad ( f ig .  7) y son htertemente inhibidas por agentes que 
I 

se  unen a grupos t i o l es  (Tabla 111), propiedadea generalmente oarao- 

ter$st lcas de l a8  poliplerasas Oc. Por otro lado l a s  ensinus N 
In 

BIa t ienen un ph 6ptim alcalino ( f i g .  7) cuando se usa ADI ac t im-  ' 

do y ae meatran resiatentes a l a  aueencia de 10s inhlbidorea de 

grupas t io lea  (Tabla 111). Estaa enaimas tambi6n se  asemejan a 18s 

pol oc y ADN pol f respe~t ivammte, por su especifiei,d de 

templado y requerimientoa de precursores. 

La relitoi6n entre laa  polimerasas de a l to  PY en citoglarrma y 

niloleo fue analizada por varios investigadores (56-167-168). ~ a r d n -  

dose en que aus pl'opiedades son muy similarea se l a a  consider6 l a  

mlama enelma, aunque existen en l a  l i teratust i  algunas evidenciar 

que augieren que eatas dos enzimas pueden ser  diat intaa protefnas 

(70-169). De aouerdo eon 10s resultados obtenidoa Be l a  cromatogra- 

iia en DM ( f iguraa 3, 5 y 6)  estas enzimas elugen a wncentracio- , 

nea sal inaa d is t in tas ,  l o  que l leva a penaar taxnbi&n que no son 

l a s  mismas enelmas. Uno podria explioar l a  semejanza en sus proplo- ' 

dadea f i s i cas  y enzidti.oas euponiendo*que estaa eazimee cowparten ' I  

algunoa p&ptidoa que forman par te  del s i t i o  activo. 



Spadari (170) y o t r o s  obtuvieron una re lac idn a n t i g b i c a  emtr~ 

eatas engiurs cuando usaban ant isuero  de conejo contra l a  AD11 pol f 
- 

' Ea d l f f c i l  t o d a d a  as ignar  un r o l  de f l n i t i vo  a l a 8  ensinq&.enb 

oontradas en l i n f oc i t oe ;  amqUe teniendo en cuenta l a 8  probieaa Y. sr 

observadas para  l a  e n d m  %I, y e l  hecho de que i n  v l t r o  d l o  la 

ADN k o l  Oc pueda i n i c i a r  l a  e f n t e s i s  de ADN usando ARN comb i n i c i a -  

dor, sug ie rs  que es ta  enzima t i e n e  un poaib le r o l  en l a  rep1icaci.a . . 
&el ADN. De l a  misma forma 10s resu l tados obtenidos haata  ahora eon 

l a  ADN po l  alevan a ae ignar les  una funcidn de ' r e p a r a c i b  del AD&. 

U e n t r a a  no ae obtengen m t a n t e s  experimentales para  l a  afntsa 

a ia  de  ADN en c61ulas eucnr io tes podrin log ra rse  un mayor entendi- 

d e n t o  de 10s r o l e s  que cumplen estaa enzimas en e l  oolnplejo de re- 

p l i cac i6n  por e l  estudio d e  l i n f o c i t o s  de sangre leuc6aLca donde e l  

oontrol ~e IR re~11cacidn es t&  al terado.  
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